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Uber das Starkeverfliissigungsvermégen 
waihrend der Keimung von Gerste 
Von 
Karl Mayer und Magdalene Klinga-Mayer 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Institut fiir Allgemeine und Pharmazeutische Chemie 
der Deutschen Karls-Universitit in Prag) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. November 1940) 


Die Veriinderungen der Knzymgehalte wihrend der Keimung 
von Gerste bildeten den Gegenstand vieler Untersuchungen. Dabei 
wurde festgestellt, daB wihrend der Keimung des Samens die 
Amylase wesentlich zunimmt, welche Zunahme man so erklirte, 
daB neue Amylase entsteht, und zwar sugenannte «-Amylase, die 
im ruhenden Samen in einer inaktiven Form vorliegt'). Die Frei- 
legung dieser Amylase geschieht durch einen proteolytischen Vor- 
gang’), Sie unterscheidet sich von der #-Amylase des Gersten- 
kornes durch den Umschlagspunkt bei einer hohen Verzuckerung 
und durch die Bildung griéferer Spaltstiicke beim Abbau. Aus 
diesem letzteren Grunde wird ihr eine verfliissigende Wirkung zu- 
geschrieben. In der vorliegenden Arbeit konnte nun aber gezeigt 
werden, daB die Verfliissigung nichts mit der Verzuckerung zu 
tun hat, sondern von einem besonderen Enzym hervorgebracht wird. 

Im Anschlusse der Ausarbeitung einer Bestimmungsmethode 
fir die Verfliissigungswirkung, unabhingig von der Verzuckerung’), 
wurde mit Hilfe dieser die Anderung des Verfliissigungsvermiégens 
wihrend der Keimung bestimmt. 

EK. Waldschmidt-Leitz und Karl Mayer‘) haben gezeigt, 
daB man aus Gerstenschrotausziigen, sowie aus Griinmalz, eine 
Knzymkomponente abtrennen kann, die eine starke Vertliissigung 


1) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Diese Z. 203, 117 (1931). 

*) K. Myrbick u. B. Oertenblad, Enzymologia (Nd.) 2, 305 (1937). 

*) K. Mayer, Diese Z. 262, 29 (1939). 

*) Diese Z. 236, 168 (1935). 
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von Stirkekleister hervorbringt, ohne diesen zu verzuckern. Dieses 
Enzym, Amylophosphatase, erwies sich als identisch mit einer 
Phosphatase, ja es konnte gezeigt werden, daB auch Phosphatase. 
priparate aus Nieren verfliissigend wirken. Es scheint also, daf 
die Verfliissigung durch die Abspaltung von Phosphorsiiure hervor- 
gerufen wird. 

Phosphatase ist schon lingere Zeit als integrierender Bestand- 
teil des Gersten-, bzw. Malzenzymsystems bekannt. Fleury) hat 
in Untersuchungen iiber pflanzliche Phosphatasen, in Gerste und 
Malz eine Glycerophosphatase und Pyrophosphatase aufgefunden. 
ihr p,,-Optimum bei 5,6—5,8 gefunden und ihre Zunahme wihrend 
der Keimung bestimmt. 

Aus diesen Uberlegungen heraus wurde die Verfliissigungs- 
erscheinung mit dem Phosphatasegehalt in Beziehung gebracht 
und in einer Reihe von verschieden lang gekeimter Gerste folgende 
Untersuchungen durchgefiihrt, und zwar Verzuckerung, Vertliissi- 
gung und die Spaltung von Natrium-pyro- und Glycerophosphat. 

Die Versuche hatten folgende Ergebnisse. Die Verzuckerung 
nimmt in den ersten Stunden der Keimung stark zu, besonders 
in den ersten 48 Stunden, worauf die Zunahme in den weiteren 
48 Stunden wesentlich geringer wird. Die Verzuckerung wurde 
gegen 2 Substrate bestimmt, und zwar einmal gegen lésliche Stiirke 
(Kahlbaum) und das andere Mal gegen native Kartoffelstiirke. 
Dabei zeigt es sich, daB Kartoffelstiirke durch alle Extrakte 
schwacher abgebaut wird als lésliche Starke, dab aber mit Extrakten 
aus linger gekeimter Gerste eine relativ bessere Spaltung erhalten 
wird, als mit solchen aus gar nicht oder nur kurz gekeimter Gerste. 
Auf diese Erscheinung wird spiiter noch zuriickgegriffen werden. 

Ahnliche Enzymzunahmen zeigt die Pyrophosphatase wihrend 
der Keimung, daB heibt sie ist eine fast lineare, mit einer Ab- 
schwichung gegen das Ende der Keimung. 

Ganz verschieden aber von beiden Enzymen, Amylase und 
Pyrophosphatase ist die Zunahme des verfliissigenden Enzyms und 
der Glycerophosphatase. Hier wird in den ersten Zeiten der 
Keimung nur wenig neues Enzym gebildet, wogegen spiter ein 
sehr starker Anstieg zu verzeichnen ist. Der Verlauf der Zu- 
nahme dieser beiden Enzyme ist so iihnlich, daB er die Annahme 
rechtfertigt, daB es sich hier um ein und dasselbe Enzym handelt, 
nimlich um die schon erwihnte Amylophosphatase. Dadurch 


*) P.Fleury u. J.Courtois, Bull. Soc. Chim. biol. (Fr.) 17, 1340 (1939). 
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daB die Zunahme an verfiiissigendem und verzuckerndem Enzym 
wihrend der Keimung so verschieden verliuft, ist der Beweis er- 
bracht, daB diese beiden Erscheinungsformen des enzy- 
matischen Stairkeabbaues nichts miteinander zu tun 
haben. Es kann daher nicht sein, dab die a-Amylase als ver- 
fliissigendes Enzym aufgefabt werden kann, sondern sie unter- 
scheidet sich lediglich durch einen bedeutend gréBeren Gehalt 
an Amylophosphatase von der #-Amylase. 

Es war eigentlich nicht zu erwarten, dab die Bildung von 
Amylophosphatase erst nach der Bildung der Amylase eintritt, 
da doch die Verfliissigung die erste Phase des Stiirkeabbaues 
darstellt. Diese Erscheinung dirfte aber mit der Bildung des 
Keimlings einsetzen, d.h. dann, wenn Stirkesubstanz des Getreide- 
kornes abgebaut und transportiert werden muB. 

Nun soll auch noch die relativ bessere Spaltung der nativen 
Starke durch Extrakte aus gekeimter Gerste erklirt werden. Das 
Auftreten des besseren Spaltungsvermégens fallt mit der starken 
Zunahme der Amylophosphatase zusammen. Native Starke wird 
um so leichter gespalten, wenn sie vorher durch Amylophos- 
phatase verfliissigt wurde, oder mit anderen Worten, durch die 
Kinwirkung des verfliissigenden Enzyms wird der stark viscose 
Kleister in eine diinnfliissige, fiir die Verzuckerung geeignetere 
Form gebracht. Ob durch die Einwirkung der Amylophosphatase 
neue Angrifispunkte fiir die Amylase geschaffen werden — das 
wiirde bedeuten, das die Phosphorsiure glucosidische Hydroxyle 
verkniipft — kann nicht gesagt werden, doch mu diese Méglich- 
keit in Erwagung gezogen werden. 

Die Anderung der Jodfarbe wahrend der Keimung wurde 
einer besonderen Untersuchung unterworfen. Es ist schon sehr 
lange bekannt, daB die blaue Farbe unter bestimmten Bedingungen 
wihrend des Abbaues lange bestehen bleibt, wogegen in anderen 
Fallen, besonders bei der Einwirkung von Malzextrakten ein 
rasches Verschwinden der Jodfarbe zu bemerken ist. Dem Ver- 
schwinden der Jodfarbe geht immer ein Ubergang der blauen in 
die rote voran. Diesen Umschlag der Jodfarbe hat man als 
charakteristisches Merkmal der Amylasen aufgefabt, und zwar 
zeigt ,,-Amylase“ einen Umschlagspunkt bei hoher Verzuckerung 
und ,@-Amylase“ bei niedriger. Fiir die «-Amylase aus Malz 
wurde 14°/, angegeben, fir #-Amylase aus Gerste 70°/,. Da- 
zwischen liegt der Umschlagspunkt von Pankreasamylase, die eben- 
falls eine @-Amylase ist, bei einer Verzuckerung von 50°/,, wahrend 
Q* 
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die Speichelamylase, ebenfalls dem a-Typus angehérend, einen 
Umschlagspunkt von 12"/, zeigt. 

Bemerkenswert ist die Tatsache, daB die 6-Amylase der Gerste 
die einzige ihrer Art ist. Alle anderen Amylasen sind «-Amy- 
lasen. Gerstenamylase, und natiirlich auch die Amylase der 
anderen ruhenden Samen, ist aber das einzige amylatische Enzym, 
das fast frei ist von Phosphatase, alle anderen zeigen mehr oder 
weniger hohe Gehalte an Phosphatase, und zwar fallt mit steigendem 
Phosphatasegehalt der Umschlagspunkt. 

In der vorliegenden Arbeit wurde ‘der sonst nur durch sub- 
jektive Beobachtung der Jodfarbe bestimmte Umschlagspunkt, streng 
objektiv mit dem Photometer ,,Leifo“ gemessen. Ks zeigt sich, 
daB dabei ein ganz charakteristischer Verlauf der Extinktionen 
wihrend des Abbaues beobachtet werden kann. Nach einem anfang- 
lich geringem Abfall des Extinktionskoeffizienten, tritt bei einem 
bestimmten Punkt eine sehr starke Abnahme desselben ein. Dieser 
Punkt ist als eigentlicher Umschlagspunkt der Jodfarbe aufzufassen, 
denn vorher herrscht die blaue, nachher die rote Farbe vor. Dabei 
zeigt es sich, daB diese Umschlagspunkte nicht allzu weit aus- 
einander liegen, sondern von 54°/, bei Gerste, bis zu 22°/, bei 
Griinmalz, absinken. DaB der Umschlag der Jodfarbe mit dem 
Gehalt an Amylophosphatase zusammenhinegt, zeigt sich daran, dab 
das Absinken desselben mit der Zunahme an Phosphatase parallel 
geht. Der Umschlagspunkt von Malz [ und II liegt viel niher bei 
der Gerste und erst beim gréberen Amylophosphatasegehalt in 
Malz LI und IV tritt das starke Sinken des Umschlagspunktes auf. 

Die blaue Jodfarbe wird nur von héhermolekularen Kohlen- 
hydraten gegeben. Dextrine und niedere Abbauprodukte der Stirke 
zeigen eine violette bis rote Jodfarbe, also generell, die Jodfarbe geht 
mit fallendem Molekulargewicht von Blau in Rot iiber. Beim Abbau 
von Kartoffelstiirke durch Gerstenschrotauszug wird diese von den 
Enden her angegriffen, so daB immer verhiltnismiBig groBe Bruch- 
stiicke zuriickbleiben. Nach der Vorstellung von der Verkniipfung 
einzelner Starkeketten durch Phosphorsiure miissen beim Abbau mit 
Gerstenamylase, die nur wenig Phosphatase enthilt, Bruchstiicke 
entstehen, die durch Phosphorsiure verkniipft sind und héher mole- 
kular sind. Da man nun nicht eine einzige Verkniipfungsstelle der 
Stiirkeketten, sondern mehrere annehmen muB, sind die, aus zwei 
oder drei Ketten bestehenden Bruchstiicke, am Ende esterartig 
verbunden. Diese schwer angreifbaren Abbauprodukte sind fiir das 
lange Bestehen der blauen Jodfarbe verantwortlich zu machen. 
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Greift dagegen eine Amylase an, die geniigend Phosphatase 
beigemischt enthalt, dann werden die Verknipfungen rasch gelést 
und der Abbau geht unter Bildung kleiner Abbauprodukte schnell 
yor sich. Durch die Bildung von einzelnen freien, nicht durch 
Phosphorsiiure verbundenen Starkeketten von geringerer Linge 
ist der Umschlagspunkt bei einer niedrigen Verzuckerung bedingt. 


Experimenteller Teil 


1. Keimungsversuche. In den nun folgenden Versuchen wurden 
bei verschieden lang gekeimter Gerste folgende Enzymgehalte 
bestimmt. 

a) Verzuckerung 

b) Verfliissigung 

c) Glycerophosphatspaltung 

d) Pyrophosphatspaltung 

Die Keimungen wurden wie folgt durchgefiihrt. Je 20 g Gerste 
wurden zweimal mit je 40ccm Wasser gewidssert und zwar jedes- 
mal 24 Stunden. Nach also insgesamt 48 Stunden Wisserung 
waren die einzelnen Kérner weich und wurden zwischen feuchtem 
Filterpapier ausgebreitet, bei Zimmertemperatur keimen gelassen. 
Nach 24, 48, 72 und 96 Stunden Keimung wurde das Material 
im Morser fein zerstoBen und mit 100ccm Wasser 4Stunden bei 
Zimmertemperatur, unter Toluolabschlub, extrahiert. Nach dem 
Wissern wurden ebenfalls Enzymgehaltsbestimmungen durchge- 
fiihrt, doch war hier allgemein nur eine geringe Abnahme der 
Aktivitit zu verzeichnen. Diese Ergebnisse sind in den folgenden 
Tabellen nicht beriicksichtigt worden. 

Kigenschaften der Gerstenkérner wihrend der Keimung: 


Gerste nach 24 Stunden 
wissern ... Gerstell 
Gerste nach 48 Stunden . . 

durch den Fingernagel leicht quetschbar 
wissern ... Gerste III 6 “ : 
Gerste nach 24 Stunden kleine Wurzelspitzen, durchschnittlich 
Keimung... Malz I 2 mm lang 


etwas gequollen 


Gerste nach 48 Stunden Wyrzelfasern S—10 mm lang 
Keimung. . . Malz II 

Gerste nach 72 Stunden Wurzelfasern 10—15 mm, 
Keimung. . . Malz III kleine Keimspitzen 

Gerste nach 96 Stunden Wurzelfasern 15—25 mm, 
Keimung. . . Malz IV Keimlinge bis zu 6 mm lang. 
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die Speichelamylase, ebenfalls dem e«-Typus angehérend, einen 
Umschlagspunkt von 12°/, zeigt. 

Bemerkenswert ist die Tatsache, daB die -Amylase der Gerste 
die einzige ihrer Art ist. Alle anderen Amylasen sind a@-Amy- 
lasen. Gerstenamylase, und natiirlich auch die Amylase der 
anderen ruhenden Samen, ist aber das einzige amylatische Enzym, 
das fast frei ist von Phosphatase, alle anderen zeigen mehr oder 
weniger hohe Gehalte an Phosphatase, und zwar fallt mit steigendem 
Phosphatasegehalt der Umschlagspunkt. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der sonst nur durch sub- 
jektive Beobachtung der Jodfarbe bestimmte Umschlagspunkt, streng 
objektiv mit dem Photometer ,,Leifo“ gemessen. Ks zeigt sich, 
daB dabei ein ganz charakteristischer Verlauf der Extinktionen 
wihrend des Abbaues beobachtet werden kann. Nach einem anfang- 
lich geringem Abfall des Extinktionskoeffizienten, tritt bei einem 
bestimmten Punkt eine sebr starke Abnahme desselben ein. Dieser 
Punkt ist als eigentlicher Umschlagspunkt der Jodfarbe aufzufassen, 
denn vorher herrscht die blaue, nachher die rote Farbe vor. Dabei 
zeigt es sich, daB diese Umschlagspunkte nicht allzu weit aus- 
einander liegen, sondern von 54°/, bei Gerste, bis zu 22°/, bei 
Griinmalz, absinken. DaB der Umschlag der Jodfarbe mit dem 
Gehalt an Amylophosphatase zusammenhingt, zeigt sich daran, daB 
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der Gerste und erst beim gréberen Amylophosphatasegehalt in 
Malz III und IV tritt das starke Sinken des Umschlagspunktes auf. 

Die blaue Jodfarbe wird nur von héhermolekularen Kohlen- 
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zeigen eine violette bis rote Jodfarbe, also generell, die Jodfarbe geht 
mit fallendem Molekulargewicht von Blau in Rot iiber. Beim Abbau 
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Greift dagegen eine Amylase an, die geniigend Phosphatase 
beigemischt enthalt, dann werden die Verkniipfungen rasch gelost 
und der Abbau geht unter Bildung kleiner Abbauprodukte schnell 
yor sich. Durch die Bildung von einzelnen freien, nicht durch 
Phosphorsiure verbundenen Stirkeketten von geringerer Linge 
ist der Umschlagspunkt bei einer niedrigen Verzuckerung bedingt. 


Experimenteller Teil 


1. Keimungsversuche. In den nun folgenden Versuchen wurden 
bei verschieden lang gekeimter Gerste folgende Enzymgehalte 
bestimmt. 

a) Verzuckerung 

b) Verfliissigung 

c) Glycerophosphatspaltung 

d) Pyrophosphatspaltung 

Die Keimungen wurden wie folgt durchgefiihrt. Je 20 g Gerste 
wurden zweimal mit je 40 ccm Wasser gewissert und zwar jedes- 
mal 24 Stunden. Nach also insgesamt 48 Stunden Wisserung 
waren die einzelnen Korner weich und wurden zwischen feuchtem 
Filterpapier ausgebreitet, bei Zimmertemperatur keimen gelassen. 
Nach 24, 48, 72 und 96 Stunden Keimung wurde das Material 
im Morser fein zerstoBen und mit 100ccm Wasser 4Stunden bei 
Zimmertemperatur, unter Toluolabschlub, extrahiert. Nach dem 
Wissern wurden ebenfalls Enzymgehaltsbestimmungen durchge- 
fiihrt, doch war hier allgemein nur eine geringe Abnahme der 
Aktivitit zu verzeichnen. Diese Ergebnisse sind in den folgenden 
Tabellen nicht beriicksichtigt worden. 

Kigenschaften der Gerstenkérner wihrend der Keimung: 


Gerste nach 24 Stunden 
. etwas gequollen 
wissern ... Gerste ll ood 


= a yee durch den Fingernagel leicht quetschbar 
Gerste nach 24 Stunden kleine Wurzelspitzen, durchschnittlich 
Keimung... Malz I 2mm lang 

Gerste nach 48 Stunden Wurzelfasern S—10 mm lang 
Keimung . . . Malz II 

Gerste nach 72 Stunden Wurzelfasern 10—15 mm, 
Keimung. . . Malz II kleine Keimspitzen 

Gerste nach 96 Stunden Wurzelfasern 15—25 mm, 
Keimung. . . Malz IV Keimlinge bis zu 6 mm lang. 











Karl Mayer und Magdalene Klinga-Mayer, 


a) Die Verzuckerung. In den oben beschriebenen Extrakten 
aus gekeimter Gerste wurde die Verzuckerung nach der Methode 
von Willstitter und Schudel bestimmt. Kinmal wurde Kartoffel- 
stiirke, in Form von 1°/,igem Kleister verwendet, das andermal 
eine 1°/,ige Lisung von léslicher Stiirke (Kahlbaum). Es ergah 
sich, daB mit steigender Keimungsdauer das Spaltungsvermégen 
gegeniiber von nativer Kartoffelstirke zunimmt. Aus den bei ver- 
schiedener Reaktionsdauer bestimmten Verzuckerungen, ausgedriickt 
in mg Maltose, wurden die Amylase-Kinheiten nach der Formel: 


Am.K. = 100  — 


i a 


berechnet. 
Tabelle 1 
Amylasegehalt der verschiedenen Extrakte 
Ansatz: 100 cem Substratlésung (1°/,ige Lésung von Kartoffelstiirke oder 
léslicher Stiirke), 10 cem n-Essigsiiure-Acetatpuffer yom py 5,1, Enzym. 
¢ = 37° Die Verzuckerung wurde in einer Titrationsprobe von 10 cem des 
Versuchsansatzes nach Willstitter und Schudel bestimmt. 





Amylase-Einheiten in 1 cem Enzymlésung 
Enzymlésung - aii 
ai S Kartoffelstiirke 


Ta, Eo > S ij rae) ’ 
lésliche Stiirke als Substrat 


a ace ya ce oe ae 0,4532 0,3428 
er 1,2730 0,9675 
|) ee ae 2,5312 1,9488 
S| 2,7248 2,41382 
Malz IV. : 3.1376 2.8904 





In der folgenden Tab. 2 ist der gegeniiber Kartoftelstiirke gemessenc 
Amylasegehalt in Prozenten der Spaltung von lislicher Stiirke ausgedriickt. 


Tabelle 2 








inzym | °/,-Amylase 
Gerste, . .. 75,6 
MalzI.... 76,0 
Malztl... 76,9 
MalzIIt... 88,1 
Malz IV... 921 


b) Die Verflissigung. Das Verfliissiguugsvermégen wurde 
mit oxydierter Stiirke als Substrat gemessen. Da es auch not- 











Aten 
hode 
ff] - 
rmal 
rgah 
igen 
ver- 
lickt 
mel: 


ne 


le 
t. 








Das Stirkeverfliissigungsvermégen wiihrend der Keimung von Gerste 191 


wendig war, ein Ma fiir die Verfliissigungskraft zu finden, wurde 
versucht, eine Reaktionskonstante nach dem Gesetze der mono- 
molekularen Reaktion aufzustellen, wenn an Stelle der Konzen- 
trationen die AusfluBzeiten gesetzt werden. Dies kann man tun, 
weil die Abnahme der Ausflubzeit der Substratkonzentration 
proportional ist. In der Formel der monomolekularen Reaktions- 
konstanten wurde die Anfangskonzentration a gleich gesetzt der 
Ausflubzeit zur Zeit Null. a— «x ist dann gleich der AusfluBzeit 
nach einer bestimmten Reaktionszeit. Fir geniigend kleine Enzym- 
mengen verliuft auch die Verfliissigung tatsichlich nach diesem 
Gesetze, so daB es méglich ist, als Ma® fiir die Verflissigung 
folgende Kinheit einzufiihren. Hine Verfliissigungs-Kinheit (Verfl. K.) 
ist gleich der hundertfachen Reaktionskonstanten. 


Tabelle 3 


Verfliissigungsvermégen der verschiedenen Extrakte 


Ausatz: 100 eem 2°/,iger oxydierter Kartoffelstiirkekleister, 10 eem n-Essig- 

siiure-Acetatpuffer vom py, 5,1, Enzym. ¢ = 37°. Die AusfluBzeiten wurden 

mit 10 eem des Versuchsansatzes in einem Ostwald-Visecosimeter, bei An- 
wendung einer Druckstufe von 120 cm Wassersiiule, gemessen. 





Verfliissigungsvermégen 

{nzym Verfl. KE. in 1 cem 
Enzymlésung 
Gere ...... 1,332 
ee 3,680 
ee 26,880 
| aa 54,440 
Ss | ae 105,1] 





Aus den angefiihrten Zahlen geht eindeutig der starke An- 
stieg der Amylophosphatase bei lingerer Keimungszeit hervor. 


c) Die Glycerophosphatase. Wie die Tab. 4 zeigt, 
wurde das Wirkungsoptimum der Glycerophosphatase bei einem 
p,, von 5,1 gefunden, welcher Befund mit dem von Fleury an- 
gegebenen nicht iibereinstimmt. Es ist aber auch nicht ein- 
zusehen, warum gerade die Glycerophosphatspaltung bei einem 
Dp, Yon 5,6—5,8 verlaufen soll, wenn alle anderen Enzymkompo- 
nenten des Gerstensystems bei 5,1 optimal wirksam sind. AuBer- 
dem deckt sich die Zahl 5,1 vollkommen mit dem Wirkungs- 


optimum der Verfliissigung. 
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Tabelle 4 


Glycerophosphatspaltung und Wasserstoffzah| 


Ansatz: 25cem des Versuchsansatzes enthielten 5cem 0,2 mol. Natriumglycero. 
phosphatlésung, 5 eem Puffergemisch, 5 cem Enzym. t = 30° Reaktions. 
zeit: 2 Stunden. Zur Bestimmung der abgespaltenen Phosphorsiure wurde, 
5 cem des Versuchsansatzes mit 5 cem 10°,iger Trichloressigsiure verset:t 


und in 5 eem des Filtrates die Phosphorsiiure nach der Methode 
von Briggs bestimmt 








Wasserstoffzahl}| mg P,O, || Wasserstoffzahl mg P,O. 














2,5 0,124 5,84 0,147 
3,55 0,172 6,42 0,117 
4,2 0,208 7,76 0,011 
4,82 0,247 8,72 0,000 
5.1 0,256 


Es wurde nun bei dem aus yvorstehender Tabelle ersichtlichen Wir 
kungsoptimum die Glycerophosphatspaltung in den verschiedenen Extrakter 
bestimmt. Die Ergebnisse bringt die Tab. 5. 


Tabelle 5 


Y 


Ansatz: 50 cem des Versuechsansatzes enthielten 15 ecem 0.2 mol. Natriwn- 
» ] 


glycerophosphatlésung, 5 cem n-Essigsiiure-Acetatpuffer vom py, 5,1 und 

5ecem Enzym. ¢t = 30°. Reaktionsdauer 5 Stunden. Bestimmung der abge- 

spaltenen Phosphorsiiure wie in Tab. 4. Die Angaben bedeuten mg P.O 
fiir 1 eem Enzym in 5 Stunden, auf den ganzen Ansatz gerechnet 








Enzym mg P,O, 
(Grerste. . . . 1,613 
MalzI.... 2,220 
MalzII ... 3,142 
MalzIil.. . 3,860 
MalzIV... 6,860 


Wie aus obiger Tab. 5 hervorgeht, ist der Zuwachs an 
Phosphatase, gemessen an der Spaltung von Natriumglycero- 
phosphat ein ganz iihnlicher wie bei dem verfliissigenden Enzym. 
Die Glycerophosphatspaltung an sich ist verhiltnismibig gering 
und wird erst deutlich nach einer langeren Keimungszeit, z. B. 
nach 72 Stunden. Die Beziehung zwischen Verfliissigung und 
Glycerophosphatspaltung ist noch besser aus der spiiter angefiihrten 
Fig. 1 zu ersehen. | 

d) Die Pyrophosphatase. Wie bei den Glycerophosphat- 
spaltungen wurde auch hier bei der Pyrophosphatase zuerst das 
Wirkungsoptimum bestimmt, wie aus der T'ab. 6 zu ersehen ist. 
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Tabelle 6 


Pyrophosphatspaltung und Wasserstoffzahl 


Ansatz: 25 cem des Versuchsansatzes enthielten 5 cem Natriumpyrophosphat- 

jisung, 0,2 g in 100 cem, 5 cem Puffergemisch und 2 cem Malzextrakt. 

i= 30°. Reaktionszeit 2 Stunden. Zur Bestimmung der abgespaltenen 

Phosphorsiure wurden 5 cem des Versuchsansatzes mit 5 eem 10°), iger 

Trichloressigsiure versetzt und in 5 cem des Filtrates die Phosphorsiiure 
nach der Methode von Briggs bestimmt 





Wasserstofizahl}| mg P.O, | Wasserstoffzahl] mg P,O-, 


2.5 0,081 5,1 0,326 
3.55 0,116 5,84 0,304 
4,73 0,153 6,42 0,233 


Nun wurden wiederum bei einem p,, von 5,1 die Spaltungen 
seprift. Die Ergebnisse bringt die Tab. 7, worin der deutlich 
verschiedene Verlauf der Enzymzunahme: im Gegensatze zur 
Glycerophosphatase zum Ausdrucke kommt. 


Tabelle 7 
Pyrophosphatspaltung der verschicdenen Extrakte 


Ansatz: 25 eem des Versuchsansatzes enthielten 10 cem Natriumpyrophosphat- 
lisung, 0,2 ¢ in 100 cem, 2,5 cem n-Essigsiiure-Acetatpuffer, vom py 5,1, 
jeem Enzym. t = 30°. Reaktionszeit 5 Stunden. Die Angaben entsprechen 


mg P.O. auf den ganzen Versuchsansatz gerechnet 








Knzym mg P,O, 
(emmte. . « « 0,444 
memk. . + 1,550 
Malz II... 2,380 
MaizIiI... 3,010 
Mmemsiy.. . 3,500 


Die Enzymzunahme ist im Anfange der Keimung viel gréBer 
als gegen das Ende. Der Verlauf ist ein ahnlicher wie bei der 
Amylase und unterscheidet sich ganz eindeutig von der Amylo- 
phosphatase. 

Die Intensitit der Jodfarbe wurde im Photometer ,,Leifo“ 
gemessen. Dazu wurden zu einer Mischung von 10 ccm n/10-HCl 
und 0,5 cem n/100-Jodlésung, 0,5 com des Versuchsansatzes zu- 
gesetzt und von dieser blauen Lésung der Extinktionskoeffizient 
bestimmt. Die Messung wurde mit dem Lichtfilter 530 durch- 
gefiihrt. In den nun folgenden Tabellen sind die Ergebnisse 
dieser Untersuchungen angefiihrt, und zwar wurden die Versuche 
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mit den Extrakten aus verschieden lang gekeimter Gerste durch. © 
gefiihrt, um den HinfluB des Amylophosphatasegehaltes aufzuzeigen, § 





Pyrophosphatase,, 
OlycerophosphataseZ 
Amylase 
fe) 







erhlissia 


fnzymgehalte 











0 24 48 72 96 
Keimungszeit 
Fig. 1 


Enzymkonzentrationen des Gerstenkornes wihrend der Keimung 


Tabelle 8 
Die Jodfarbe beim Abbau durch Gerstenschrotauszug 


Ansatz: 150 cem 0,5°/,iger Kartoffelstiirkekleister, 15 cem n-Essigsiure-Acetat 

puffer vom py 5,1 und 6 cem Gerstenschrotauszug. ¢ = 37°. Die Zunahm 

des Reduktionsvermégens wurde in 100 cem des Versuchsansatzes nac! 

Willstitter und Schudel bestimmt und die Extinktion mit 0,5 cem de: 
Ansatzes nach der oben angefiihrten Methode 





Reaktionszeit Verzuckerung Extinktions- 








in Minuten °/, gebildete Maltose koeffizient 

0 _ 1,98 

15 34,2 1,90 

30 40,6 1,87 

60 48,0 1,80 

90 52,5 1,70 

105 55,0 154 

135 58,0 1,34 
210 3, 1,02 
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Tabelle 9 


Die Jodfarbe beim Abbau durch Malz I 


Ansatz: Wie bei Tab. 8, aber nur 4,5 cem Enzym 





Reaktionszeit Verzuckerung Extinktions- 








in Minuten °/, gebildete Maltose koeffizient 

0 1,98 

15 23,4 1,64 

30 34,4 1,52 

45 39,8 1,40 

60 15,2 1,32 

7D ¢ 50,7 1,20 

120 61,6 0,88 








Tabelle 10 
Die Jodfarbe beim Abbau durch Malz Ul 


Ansatz: Wie bei den Tab. 8 und 9, nur 0,9 cem Enzymlésung 





Reaktionszeit Verzuckerung Extinktions- 
in Minuten °/, gebildete Maltose koeffizient 

) 2,00 

15 8,2 1,86 

30 16,9 1,74 

45 32.7 1,52 

60 37,9 1,26 

90 46,3 1,02 

120 54,5 0,82 








Tabelle 11 
Die Jodfarbe beim Abbau dureh Malz Ill 
. 


Ansatz: Wie bei den Tab. 8, 9 und 10, nur 0,6 cem Enzymlésung 





Reaktionszeit Verzuckerung Extinktions- 
in Minuten °/, gebildete Maltose koeffizient 

0 2,00 

15 16,3 1,82 

3 24,5 1,68 

45 32,7 1,34 

60 43,6 1,16 

51,2 0,86 
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Tabelle 12 
Die Jodtarbe beim Abbau durch MalzIV 
Ansatz: Wie bei den Tab. 8, 9, 10 und 11, nur 0,45 cem Enzymlésung 

















Reaktionszeit Verzuckerung Extinktions- 
in Minuten °/, gebildete Maltose koeffizient 
0 2,02 
15 12,0 1,80 
30 25,1 1,52 
45 32,7 1,22 
60 14.5 0,92 












Die Zahlenergebnisse der vorstehenden .Tabellen sind simMnzy 
meinsam in der folgenden Fig. 2 vereinigt und geben hier ejg@en | 
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Die Anderungen der Jodfarbe beim Abbau 


anschauliches Bild der Anderungen der Jodfarbe wihrend (if 
Abbaues. Das Wichtigste dabei ist wiederum die Tatsache, da 4 
der Umschlagspunkt in direkter Abhingigkeit steht yom Geha' 
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der Enzymlésung an Amylophosphatase. Aus diesem Grunde ist 
der Umschlagspunkt der Jodfarbe kein Charakteristikum fiir die 
nlésune Poeiden Amylasetypen. 


Zusammenfassung 


1. Mit Hilfe der Bestimmungsmethode fiir die Verfliissigung 
wurde die Zunahme der Verfliissigungskraft in Extrakten von 
yerschieden lang gekeimter Gerste bestimmt. Dabei wurde eine 
vollkommene Ubereinstimmung zwischen Verfliissigung und Glycero- 
phosphatspaltung festgestellt. Die Verzuckerung wie auch die 
Pyrophosphatspaltung gehen davon unabhingige Wege. Das 

sind oi Mnzymsystem des Gerstenkornes besteht hauptsiichlich aus folgen- 
hier men drei Komponenten: Amylase, Amylophosphatase und 
| anes 


. Alle diese Enzyme sind im ruhenden Samen in geringerer 

B nconteation enthalten. Bei der Keimung bilden sich zuerst 

Amylase und Pyrophosphatase und erst mit der Bildung des 

Keimlings, also in einem verhiltnismaBig spiten Stadium, tritt 
die Amylophosphatase in gréBerer Konzentration auf. 

3. Bei der Untersuchung des Umschlagspunktes der Jodfarbe 
durch Messung des Extinktiouskoeffizienten ergab sich die Tat- 
sache, daB dieser nur vom Gehalte an Amylophosphatase ab- 
Dingig ist. 














Beitrige zur Chemie der Lipoidosen 
[4. Mitteilung’)] 
Von 


E. Klenk 


Unter Mitwirkung yon Frl. E. Schumann 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit K6ln; 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. November 1940) 


A. Uber einen weiteren Fall yon infantiler amaurotischer Idioti: 
(Typ Tay-Sachs) 

Die Untersuchung der Gehirne von 2 Tay-Sachs Fallen fiihrte 
wie schon in der 3. Mitteilung berichtet wurde, zu dem iiberraschenden 
Ergebnis, daB an Stelle des fiir die Niemann-Pick-Gehirne 
charakteristischen hohen Sphingomyelingehalts die iiberaus stark 
Anreicherung eines neuen, zuckerhaltigen Lipoids festzustellen 
war, das die Bialsche Reaktion mit roter Farbe gibt. Inzwischen 
wurde noch ein dritter Fall untersucht. Das Material hat mir 
Herr Kollege Feyrter, Danzig, zugeschickt, der den Fall morpho- 
logisch bereits eingehend beschrieben hat’), 

Abweichend von den friiheren Fallen, wo das Gehirn durch 
Einlegen in Aceton konserviert war, erhielten wir hier die Gehin- 
substanz in getrocknetem Zustand (die Entfernung des Wassers 
war im Trockenschrank bei 37° und anschlieBend im Vakuu- 
Exsikkator tiber Calciumchlorid erfolgt). Das Material wurde nach 
der alten Methode!) mit folgendem Ergebnis aufgearbeitet: 


Menge der Lipoidfraktionen in Gramm 





Witesh. I Trosken- Feit und Glycerin-phosphatide _Protagonfraktion 





: : Cholesterin ) aan 
gewicht | gewicht 2 b, | b, C, | Cy 
ree : — ——S—————— = : 
sere " % = a 
387 | 60,8 15,25 1,47 2,25 | 2,25 | 14,00 


') 3. Mitteilung: Diese Z. 262, 128 (1939). 
2} Virchows Archiv 304, 481 (1939). 
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Glycerin-phosphatide. b,: 2,11 (2,10)°/, P; 2,98 (2,88)°/, N; 
5,25 (5,45)°/, Glycerin. — b,: 2,07 (2,15)°/, P; 5,30 (5,26)°/, N; 6,00 
(5,97)°/, Glycerin. 

Protagon. c,: 0,76 (0,77)°/, P; 6,72 (6,84)°/, N; 5,55°/, Galak- 
tose. — Cy: 1,18 (1,15)°/, P; 5,75 (5,72)°/, N; 9,55 (10,05)°/, Galaktose. 


2 Im Vergleich zu den beiden ersten Fiillen fillt hier der niedrige Gehalt 
_ an Glyeerin-phosphatiden und der hohe N-Wert der meisten Lipoidfraktionen 
‘auf. AuBerdem befand sich hier der Hauptteil der Glycerin-phosphatide im 
- Chloroform—Methylalkohol-Extrakt (b,), wihrend friiher dieser Anteil so klein 
‘war, daB er vernachlissigt werden konnte. Wahrscheinlich sind diese Unter- 
‘schiede durch die verschiedene Art der Konservierung verursacht. Das im 
_yorliegenden Fall erfolgte Eintrocknen des Gehirnbreis bei 37° diirfte zur 
‘fermentativen Aufspaltung von Glycerin-phosphatiden und Eiweib gefiihrt 
-haben. Der hohe N-Gehalt der Lipoidfraktionen muB wohl auf EiweiBspalt- 
-produkte zuriickgefiihrt werden, die durch die organischen Lésungsmittel 
‘teilweise mit extrahiert wurden. 
Idiote 4 Sphingomyelin. Die Versuche, aus den Protagonfraktionen ¢, 
und c, Sphingomyelin zu gewinnen, waren ohne Erfolg. Bei c, 
‘ergaben sich tiberhaupt keine Anhaltspunkte fiir das Vorhandensein 
dieses Phosphatids. Die Fraktion (0,35 g), in der es am stirksten | 
h; ‘hatte angereichert sein miissen, enthielt nur 0,87 (0,88)°/, P, da- 
— gegen 6,15 (6,18)°/, N. Die Substanz léste sich in Pyridin voll- 


fiihrte, 
renden 


starke le stindig, ohne daB beim Stehen eine Abscheidung erfolgte. Aus 
nae c, wurden 0,09 g einer in Pyridin schwer léslichen Sphingomyelin- 
ischenH raktion mit 2,39 (2,42)9/, P und 3,87 (3,84)"/, N (P:N = 1:3,55) 
* os erhalten, so daB hier ein noch sehr unreines Sphingomyelin vor- 
orphe- gelegen hat. 

deed : _ Cerebroside. c,: 0,27 g. 2,25 (2,21)°/, N; 17,6°/, Galaktose. 
chirn- Die Substanz war noch schwach P-haltig. 

anal Substanz X. c,: 5,15g. 22,6 (22,2)°/, Galaktose. Die ent- 
uum. SPrechenden Priaparate, welche in den beiden ersten Tay-Sachs- 
— ‘Fillen erhalten wurden, besaBen einen etwas hdheren Zucker- 


sehalt (26,3 bzw. 30,1°/, Galaktose). Die Wiederholung des Reini- 

gungsverfahrens (Auflésen in Benzin—Alkohol und wieder Ausfiallung 

mit Alkohol) fiihrte jedoch zu keinem wesentlich zuckerreicheren 
——B Produkt. 3,40 g. 1,01 (1,02)/, P; 3,27 (3,36)°/, N; 23,6 (22,9)°/, 
ction & Galaktose. 
ce. [— Im vorliegenden Fall war die schwer zu entfernende phosphor- 
haltige Verunreinigung in etwas gréBeren Mengen vorhanden als 
nn den fritheren Priparaten. Im ibrigen entsprechen sich aber 
‘die Substanzen in ihren Eigenschaften durchaus. 0,56 mg Substanz, 
gelist in lecm H,O, gaben mit 1ccm Bialschem Reagens bei 
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2 Minuten langem Kochen eine starke Rotfirbung. Beim Ausschiittely 
des Farbstoffes mit 5cem Amylalkohol und Auswertung im Zeiss. 
schen Stufenphotometer (Filter S 50) erhielt man bei einer Schicht. 
dicke von 5cm eine Durchlissigkeit von D = 17°/); fiir 0,28 mg 
D = 33,25°/,. 


Aus den Protagonfraktionen c, bzw. ec, wurden noch 0,14 bzw. 1,39 ¢ 
einer in Benzin-Alkohol unléslichen Substanz abgetrennt (10,80; 11,00 x 
bzw. 7,80°/, N), welche eine positive Ninhydrinreaktion gab. Offenbar handelte 
es sich hier um ein EiweifSspaltprodukt. 


Lipoidgehalt des Tay-Sachs-Gehirns in °/, des Trockengewichts 





| cerebrosia| Substanz X 





Ger. Sphingo- 
myelin 


Protagon- 
fraktion 


Fett und 
Cholesterin 


Glycerin- 
phosphatide 














D5 | 6,1 | 27 | Spur | 0,4 | 8,5 


In dem neu untersuchten ‘'ay-Sachs-Fall fand sich also 
demnach im Gehirn, ebenso wie in den beiden friiheren Fillen, 
bei einem niedrigen Sphingomyeliu- und Cerebrosidgehalt wieder 
das neue zuckerhaltige Lipoid (Substanz X) in iiberaus reichlichen 
Mengen. Der vorliegende Fall zeigt die abnormen Verhiltnisse 
der Lipoidzusammensetzung in besonders ausgeprigter Form. Man 
muB es so zum mindesten als sehr wahrscheinlich bezeichnen. 
daB in dem neuen zuckerhaltigen Lipoid die Substanz_ vorliegt, 
aus der die lipoiden EKinlagerungen in den Zellen des Nerven- 
gewebes der Hauptsache nach bestehen. Fiir das Zustandekommen 
des morphologischen Bildes diirfte wohl der ausgesprochen hydro- 
phile Charakter dieses Lipoids von Bedeutung sein. 


B. Uber die Natur der Cerebroside der Milz und anderer Organe 
bei der Gaucher-Krankheit 


Die Speichersubstanz der Gaucherzellen ist, wie H. Lieb’ 
festgestellt hat, ein Cerebrosid. Da dieses die fiir das Kerasw 
charakteristischen Kigenschaften besitzt, so ist es auch von H. Lie! 
als mit Kerasin identisch angesprochen worden. Die ersten Zweilel 
an der Identitiit ergaben sich anliBlich einer zusammen mit 
Hirle*) durchgefiihrten Teilsynthese des Kerasins. Ks zeigten 


5) Diese Z. 140, 305 (1924); 170, 60 (1927): H. Lieb u. M. Mladenowi<, 
Diese Z. 181, 208 (1929). 
*) Diese Z. 189, 243 (1930). 
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| sich hierbei wesentliche Unterschiede in der optischen Drehung 
' der Priparate. So wurde die Vermutung ausgesprochen, daB der 
‘Bau des Gaucherkerasins nicht vollkommen dem des Gehirnkerasins 
| bzw. dem der anderen Cerebroside des Gehirns entspricht. Eine 


Vermutung, die zunichst allerdings nicht durch weitere Tatsachen 


' erhirtet werden konnte. 


Inzwischen sind von verschiedenen Seiten Beobachtungen 


' cemacht worden, die das Problem in ein neues Licht riicken. 
' Schon im Jahre 1934 hat Aghion®) mitgeteilt, daB in einem 


Gaucher-Fall das aus der Milz isolierte Cerebrosid als Zucker- 


| komponente nicht Galaktose, sondern Glucose enthielt. Dieser 
' experimentell zuniichst nur schwach gestiitzte Befund wurde vor 


kurzem von N. H. Halliday, H. J. Deuel, L. J. Tragerman und 
W. E. Ward®) voll bestitigt. Auch sie haben aus einer Gaucher- 


| Milz ein glucosehaltiges Cerebrosid gewonnen. Die Charakterisie- 
‘rung des Zuckers erfolgte nicht nur als Osazon wie bei Aghion, 


sondern auch durch die Vergiirung mit Hefe und anderen Mikro- 
organismen. 

Damit war die Notwendigkeit zu einer weiteren, eingehenderen 
Untersuchung des Gauchercerebrosids gegeben. Ein gliicklicher 
Zufall wollte es, daB vor kurzem in dem hiesigen pathologischen 
Institut ein Gaucher-Fall (aus dem Kélner Israelitischen Asyl) mit 
einem riesigen Milztumor zur Sektion kam. Herr Kollege Leupold 
hat mir freundlicherweise das ganze Organ zur chemischen Unter- 
suchung iiberlassen. Das Cerebrosid fiel auch in so reichlichen 
Mengen an, daB die durch den Materialmangel bedingten experi- 
mentellen Beschrinkungen, welchen sich alle bisherigen Unter- 
sucher unterwerfen muBten, hier wegfielen. 


Untersucht wurden auSerdem noch verschiedene Organe (Milz, 
Leber, Lunge und Gehirn) eines zweiten Gaucher-Falls, der im 
pathologischen Institut der Universitit Jena zur Sektion kam, und 
dessen morphologische Untersuchung E. Schairer’) durchgefiihrt 
hat. Es handelte sich um ein minnliches, 8 Monate altes Kind. 
Milz und Leber enthielten reichlich Gaucherzellen, und auch die 
Lunge zeigte auffallenderweise eine dichte Infiltration mit Zellen, 
die wie Gaucherzellen aussahen. Im Gehirn lieBen sich ausgedehnte 
Ganglienzelluntergiinge und Gliawucherungen nachweisen. 
‘) Thése de Paris 1934. ,,La Maladie de Gaucher dans I'Enfance.* 
‘) J. of Biol. Chem. 132, 171 (1940). 
‘) Noch unverdéffentlicht. 
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Die Lipoidfraktionen der Organe 


Die mit Aceton entwisserten Organe wurden in der, speziell 
fiir Gehirn, friiher') schon genauer beschriebenen Weise nach. 
einander mit Aceton, Ather, sowie anschlieBend mit Chlortform- 
Methylalkohol extrahiert und auf die verschiedenen Lipoidfrak. 
tionen (Fett und Cholesterin a, Glycerinphosphatide b, und },, 
Protagonfraktion ¢, und c,) mit folgendem Ergebnis verarbeitet: 


Frisch- und 'Trockengewicht der verarbeiteten Organteile in Gramm 








a Wasserlésl. | Lipoide aus} Mit Aceton [| | 
Frisch- : : und Ather | Trocken 
iia {xtraktiv- | Aceton und eiteaiiahaiien 
gewich ‘A — ‘8 1 gewicht 
5 stoffe Atherextrakt Organpulver > wind 
.. =< 
I. Fall: 
Milz. .. 3270 89 60 660 800 
II. Fall: 
Milz*). . 90 2,3 2,5 15,0 19,8 
Leber. . 295 14,6 7,9 42,4 64,4 
Lunge. . 118 6,1 2,2 12,2 20,5 
Gehirn*). — 17,1 18,6 56,5 92,2 

















*) In Formo] fixiertes Material. Frisehgewicht des Gehirns nicht mehr 
feststellbar. 


Menge der Lipoidfraktionen in Gramm 














Fett und Glycerin-phosphatide Protagonfraktion 
Cholesterin eeionag | ee | 
a b, b, c Ce 

| 

I. Fall: | | 
Milz .. 31,4 13,0 7,3 15,8 | 121,6 

II. Fall: | 
ow Milzs .. 0,7 0,7 0,1 1,1 0,2 
6 Leber . 4,2 0,7 0,9 3,0 | 2,9 
y Lunge . 1,2 Spur 0,1 10 | 1,9 
0 Gehirn . 12,7 3,3 6,0 2,6 | 


Fett und Cholesterin. I: 0,91 (0,91)°), N; 1,26°/, Glycerin. - 
IT,: 0,51 (0,49)°/) N. Ig: 1,26 (1,23)°/, P; 0,64 (0,63) °/, N; 3,02 (3,08)°/, Gly- 
eerin. Mit Ausnahme der Fraktion II; waren die Priiparate anniihernd 
P-frei. Auffallend ist, daB sie, soweit durch Glyceriabestimmung gepriift. 
nur sehr wenig oder iiberhaupt keine Triglyceride enthielten. Bei dem 
Priparat aus Gehirn (II,) ist der Glycerinwert durch das Vorhandensein von 


Glycerin-phosphatiden bedingt. 
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Glycerin-phosphatide. I: 6,*) 3,36 (3,39)°%, P; 2,30 (2,2 26) "/o N: 

8.85 (8, wet /, Glycerin. — 3,33 (3,21), P; 1,45 (1,50)°/, N; 9,45 (9,85) °/, Gly- 

seziell B  cerin. — b,*) 2,16 (2,14)°/, P; 5,02 (5,06), Ns 5,05 (5,00), Glycerin. — 1,18 
| (1,10) °/) Ps 5,60 (5,59) /> N; 4,12 (4,20)°/, Glycerin. — H,: 6, 4,20 (4,10)°/, P; 


nach. § 1,89 (1, 9) 5) 0 |, N. — 0b, 3,36, P; 5,27 (5,04), N. - tie b, 3,61 (3,62) °/, P; 
form = ’ 1,50 °/, N; 9,05 ° i Glycerin. emis i 3 3,39 (3,32)2/, | Pp: 1,78 (1,72)°/, N: 9 40 
ifrak. (9,30)°/, Glycerin. 
dh = Die aus den Chloroform—Methylalkoholextrakten gewonnenen [rak. 
eit he tionen (b,) sind nach den vorliegenden Analysen teilweise noch mit einer 
e stickstoffreichen Substanz stark verunreinigt. Da Gehirn und Milz 7 Stunden 
' in Formol gelegen hatten, diirfte der fiir diese Organe gefundene Glycerin- 
1m | phosphatidgehalt etwas zu —— sein. 
—= Ff Protagon. IL: c, 0,12°/, P; 1,67°/, N; 2,69 (2,36)°/, Gly- 
cken- cerin; 11,4°/, Gilkneee. - —c, 1,4"), Glucose. - I, ¢, 2,008*), P: 
vieht FB 2. 2.34" y N; 4,78 (4,86)°/, Glycerin; 6,2°/, sien — Fat") Fs 
F §67,65°/, N; 6,7 (7,3)°/, Glycerin; 0,91°/, Glucose. — IL: c, 1,04 
| 1.02) )9/, P; 9,40 (9,45)°/, N; 4,42 (4,48)"/, Glycerin. —IT,; c, 2,03°/, P; 
9 | =61,92 (1,93)°/, N; 3,66 (3,60)°/, Glycerin; 9,36°/, Gadabtons, 
¢, 258 °/) P; 2,45 (2,49) °/, N; 4,67 (4,40)°/, Glycerin; 12,8°/, Galaktose. 
0.8 Die Zuckerbestimmungen wurden nach H. Loening und H. Thier- 
my | felder’) durchgefiihrt. Fiir die glucosehaltigen Priiparate sind deshalb die 
44 ' gefundenen Werte, wie weiter unten gezeigt wird, zu niedrig. 


| : Das Protagon des Chloroform—Methylalkoholextraktes (c,) er- 
- wies sich in 2 Fallen (Leber und Lunge von II) als praktisch 
zuckerfrei, so daB sich hier die Gesamtmenge der Cerebroside 

im Acetonextrakt vorfand. Auch das Protagon des Chloroform— 

—— — Methylalkoholextrakts der Milz von II enthielt nur noch einen 
L |  kleinen Teil der Gesamtcerebroside. Die Verteilung der Cerebroside 
auf die beiden Protagonfraktionen ist sehr stark abhingig von der 
Temperatur, bei der die Acetonextraktion vorgenommen wird. 

_ AuBerdem spielt auch die Menge des Extraktionsgutes eine groBe 

’ Rolle. Eine erschépfende Extraktion ist in kleinen Mengen leicht 
_ und schnell zu erzielen, wihrend dies bei gréBeren Mengen unter 
Umstiinden nur durch wochenlange Extraktion erreichbar wire. 
Die Protagonfraktion des Chloroform—Methylalkoholextrakts 

| | zeichnet sich, soweit gepriift, bei allen Organen, mit Ausnahme des 
' Gehirns, durch einen auffallend hohen Stickstoffgehalt aus. Ver- 
mutlich diirften auch hier die hohen N-Werte durch eine Ver- 


‘ly. — unreinigung mit gewissen Kiwei8spaltprodukten verursacht sein. 
4 | Ein n Vergleich der Phosphor- und der Glycerinwerte zeigt, daB in 
ult, 

lem abet 

von *) Priiparate aus 2 verschiedenen Ansiitzen. 


‘) Diese Z. 77, 202 (1912). 
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allen Priparaten reichliche Mengen Glycerin-phosphatide vor. 
kommen. Demnach kann es sich in dem Protagon-P nur zu einem 
kleinen Teil um Sphingomyelin-P handeln. Hierbei ist allerdings 
noch zu beachten, daB bei Anwesenheit von Cerebrosiden die 
Glycerinbestimmung etwas zu hohe Werte (etwa 1°/,) ergibt. 


Die Cerebroside von inneren Organen 


Fall I. Zur Darstellung der Cerebroside aus dem Protagon 
des Aceton- und Atherextrakts (c,) krystallisierte man die Sub- 
stanz unter Entfirbung mit Tierkohle aus dem 10—15fachen 
Volumen Chloroform—Methylalkohol (1:3 V.T.) bzw. Methylalkoho! 
wiederholt um, wobei eine kleine Menge einer stickstoffreichen 
Substanz ungelést blieb [0,9 g. 0,72 (0,64)9/, P;. 9,10 (9,13)°/, N’. 
In einem von 2 Ansitzen war das Cerebrosid nach dem Um- 
krystallisieren bereits P-frei. In dem zweiten Ansatz wurde die 
letzte Spur einer hartnackig anhaftenden, phosphorhaltigen Ver- 
unreinigung durch Adsorption an Al,O, (Merckpriparat, standar- 
tisiert nach Brockmann) entfernt. Zu diesem Zweck léste man 
die Substanz in 5 V.T. Pyridin und goB die Lésung durch eine 
10cm lange Siule von 3g Al,O,. Aus der Liésung wurde das 
jetzt vollig P-freie Cerebrosid durch starkes Kinengen im Vakuum 
und Ausfillen mit Aceton zuriickgewonnen. Gesamtausbeute: 
5,0 g. 1,69 (1,66)°/, N; 13,7°;, Glucose*) bzw. 1,79 (1,70)9/, N: 
13,6°/, Glucose*). Rein weiBe Substanz, die sich beim Un- 
krystallisieren aus Methylalkohol wie Kerasin verhilt. 

Aus den Chloroform—Methylalkoholextrakten wurden die 
Cerebroside durch eintiigiges Stehen bei 0° zur Abscheidung ge- 
bracht. Die etwas gelb gefiirbten Cerebrosidabscheidungen des 
3. und 4. Extraktes krystallisierte man unter Entfarbung mit 
Tierkohle nochmals aus 40 V.T.. Methylalkohol um und vereinigte 
sie mit der aus dem 1. und 2. Extrakt gewonnenen Hauptmenge. 
Aus 2 Ansitzen wurden insgesamt 78,9 g erhalten. 0,22 (0,27)°/, P: 
2,28 (2,22)9/, N; 13,2 (13,0)"/, Glucose*) baw. 0,27°/, P; 2,11°/, N; 
10,4°/, Glucose*). 

Die Abtrennung der geringen P-haltigen Verunreinigungen 
erfolgte nach dem bewihrten Verfahren ®) der Fallung mit Cadmium- 
acetat aus siedendheier methylalkoholischer Lésung (20 V.T). 





*) Die gefundenen Werte sind zu niedrig, da die Bestimmung nach 
Loening und Thierfelder erfolgte. 
") Diese Z. 145, 244 (1925). 
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Yor. & sus dem Filtrat der Cadmiumfillung entfernte man das iiber- 
sine & <chiissige Cadmium mit H,S. Aus der heif filtrierten Liésung 
‘dings | schied sich das Cerebrosid in der fiir Kerasin charakteristischen 
1 die FP Weise ab. Die Menge betrug 65,2 g. Zur Analyse wurde die 
f | Substanz noch ein- (a) bzw. zweimal (b) aus Methylalkohol um- 

krystallisiert und im Vakuum bei 110° tiber Schwefelsiure getrocknet. 

a) 4,508 mg Subst.: 11,620 mg CO, und 4,530 mg H,O. — 22,44 
‘agon #839) mg Subst.: 2,70 (1,05) cem n/100-HCl. — b) 5,401 mg Subst. : 13,895 mg 
Sub. — CO. und 5,450 mg H,0. 
chen & C,.H,gNOx (811,8) Ber. C7095 H 11,55 N 1,73 
oko CygHsgNO, (783,9) , 70,48 4, 11,45 ,, 1,79 
ie, C,,H.,NO, (727,9) | » 6982, 11,22 ,, 1,92 
‘epee Gef. a) ,, 70,3 oy Aaa », 1,68 (1,75) 
oN. § b) ,, 72 ,, 11,3 
Um- i ih _ 
ie Rein weiBe, vollig P-freie Substanz. Klarungspunkt 182—183°. 
Tar. Sie krystallisiert aus Methylalkohol in sehr feinen Nadelchen, die 
is. zu groBen, makroskopisch sichtbaren Rosetten vereinigt sind. Die 
ee Abscheidung ist sehr voluminés. Die Fliissigkeit erstarrt voll- 
iling stindig zu einer weifen, verfilzten Masse. Das Verhalten gleicht 
~_ in jeder Hinsicht dem des reinen, synthetischen Kerasins. Die 
iain Substanz ist linksdrehend. 
ute: £ 0,9055 ¢ in Pyridin zu 10 cem gelést. Drehung im | dm-Rohr bei 20° 
N: B “=7 0,969 (— 0,979), im 2 dm-Rohr a = — 1,94° (— 1,92°; — 1,93°). 
oa [a}?° = — 10,66°. 

; Priparat von Lieb und Mladenovié’): [a]}> - — 9,03°. Gehirn- 
die [me erasin: [a]}® =— 2,74° bis — 2,78°; [a]i> = — 3,71° bis — 3,78° [O. Rosen- 
ge- heim ?°)], Synthetiseches Kerasin: ral? }3* = — 4,30° [E. Kienk und R. Hirle‘*)}. 
des & Bei den Zuckerbestimmungen nach der Methode von Loening 
mit @ wndThierfelder‘), wobei die Hydrolyse durch 3stiindiges Kochen 
ete mit 16°/,iger Schwefelsiure im siedenden Wasserbad erfolgt, und 
ge. [FB dei welcher fiir reine Gehirncerebroside Werte von 19—-20°/, 
P: —& Zucker (ber. als Galaktose) erhalten werden, ergaben sich im 
N; vorliegenden Falle viel zu niedrige Werte. Durch eine Ab- 

| iinderung des Verfahrens, die darin bestand, daB im AnschluB an 
en § Deobachtungen von Halliday, Deuel, Tragerman und Ward’®) 
m- —@ ‘le Spaltung durch '/, stiindiges Erhitzen mit 10°/,iger Salzsiiure 
[), [—  (m siedenden Wasserbad ausgefiihrt wurde, lieBen sich Werte 


' erzielen, welche mit denen der Gehirncerebroside besser iiber- 
ch [ einstimmen. 


”) Biochemie. J. 10, 142 (1916). 
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U,0772 (0,1142) mg Subst.: 2,28 (3,20) eem KMnO, (Spaltung mit 
16°/,iger H,SO,). — 0,1050 (0,0973) mg Subst.: 4,03 (3,72) cem KMn0. 
(Spaltung mit 10°/,iger HCl). | 


1 eem KMnQ, entspricht 9,74 mg Cu. 


Spaltung mit 16°/,iger H,SO, Spaltung mit 10°/,iger HCI 
gef. Glucose 14,1 (13,5) °/, 18,6 (18,4) °/, 
Cy3Hy;NO, ber. Glucose 22,2°/,,  CygHggNO, 22,9°/,. 


Da sich die Gauchercerebroside bei der Spaltung in mancher 
Hinsicht anders verhalten als die Gehirncerebroside, wurde eine 
Reihe verschiedener Spaltversuche ausgefiihrt, um so die Be. 
dingungen zu ermitteln, die fiir die priparative Isolierung der 
Spaltprodukte am giinstigsten sind. Fiir die Gewinnung der Fett- 
siuren und des Sphingomyelins erwies sich die alte Thierfelder- 
sche Methode!!) der Spaltung mit 10°/,iger methylalkoholischer 
Schwefelsiiure, die auch H. Lieb beniitzte, als gut brauchbar. Die 
Isoherung und Charakterisierung siimtlicher Spaltstiicke, ein- 
schlieBlich des Zuckers, war nach folgendem Verfahren miglich. 


Das Cerebrosid wurde zur Abspaltung des Zuckers mit dem 
20tachen Volumen 10°/,iger wiBriger Salzsiiure 3/, Stunde im 
siedenden Wasserbad erhitzt. Bei der Spaltung farbte sich die 
Fliissigkeit etwas braun. Nach dem Erkalten wurde der Nieder- 
schlag abfiltriert und mit 1°/,iger Salzsiure ausgewaschen. 

Der mit Filtrierpapier gut trocken gepreBte Niederschlag 
wurde in dem 10fachen Volumen 5°/,iger methylalkoholischer 
Schwefelsiiure aufgenommen und die Liésung zur Vervollstiindigung 
der Spaltung 1 Stunde unter RiickiluB gekocht. Die beim Ab- 
kiihlen auf Zimmertemperatur in glinzenden Blattchen aus- 
fallenden Fettsiuremethylester wurden abgesaugt und aus dem 
Filtrat der noch in Lésung verbliebene Anteil mit Petrolither 
ausgeschiittelt. Aus der methylalkoholischen, stark schwefelsauren 
Lésung wurde das Sphingosin durch Zugabe von 30°/,iger Natron- 
lauge bis zur stark alkalischen Reaktion in Freiheit gesetzt und 
die Base mit Ather ausgeschiittelt, wobei man so viel Wasser 
zugab, daB das ausfallende Natriumsulfat wieder véllig in Lésung 
ging. Aus der wiederholt mit Wasser ausgeschiittelten, mit 
Natriumsulfat getrockneten und stark eingeengten iitherischen 
Lésung krystallisierte die Base bei lingerem Stehen im Kihl- 
schrank bei 0° aus. 


1) Diese Z. 44, 366 (1905). 














- mit 


Mn ), 
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Zur Isolierung des Zuckers wurde aus dem wiBrigen Filtrat 
die Salzsiiure durch Fallung mit Bleiacetatlésung und anschlieBend 
mit heiB gesattigter Silberacetatlésung vollig entfernt. Nach Aus- 
fillung der tiberschiissigen Schwermetalle durch H,S, wurde das 
farblose Filtrat im Wasserbad bei 40° unter vermindertem Druck 
bis zum Sirup konzentriert, der nach mehrtigigem Stehen vdllig 
krystallisierte. Die Krystallmasse wurde mit einer kleinen Menge 
Alkohol zerrieben und nach 1—2tiigigem Stehen bei 0° (zur Ver- 
vollstindigung der Krystallisation) abgesaugt und mit Alkohol und 
\ther ausgewaschen. 

Die Fettsiuren. 5,006 g¢ Cerebrosid, die nach der Methode 
yon Thierfelder mit 10°/,iger methylalkoholischer Schwefelsiure 
gespalten wurden, lieferten 1,598 g der auskrystallisierten Fett- 
siuremethylester und 0,602 g des mit Petroliither ausgeschiittelten 
Anteils, also insgesamt 2,20 g. Zur weiteren Untersuchung wurde 
die Gesamtmenge der aus verschiedenen Spaltungen gewonnenen 
Fettsiiurefraktionen vereinigt (10,5 g) und nochmals durch 1 bis 
2stiindiges Kochen mit methylalkoholischer Schwefelsiiure unter 
RiickfluB verestert. Auskrystallisierter Anteil: 9,0 g (Jodzahl 4,4). 
Mit Petroliither ausgeschiittelter Anteil: 1,24 ¢ (Jodzahl 17,0). 
Aus dem letzten Anteil wurden nach dem Twitchellverfahren die 
iliissigen Siuren abgetrennt, die wegen ihrer geringfiigigen Menge 
nicht niher untersucht wurden. Die Fraktion der festen (ge- 
siittigten) Fettsiiuren (0,98 g. Jodzahl 11,0) wurde verestert und 
die Ester wieder mit dem Hauptanteil vereinigt. 

Zur Priifung auf das Vorhandensein von Cerebronsiiure wurde eine 
kleme Menge des Esters verseift, und die gewonnenen freien Siuren 
Schmelzp. 73°) in Methylalkohol gelést. Die siedendheiBe Lésung blieb 
beim Zugeben einiger Tropfen einer verdiinnten, heiben methylalkoholischen 
Lésung von Lithiumacetat véllig klar, so da® Cerebronsiure nicht vorhanden 
sein konnte. 

8,91 g Methylester (Schmelzp. 52—54°) wurden in einem ver- 
besserten Destillierapparat fraktioniert destilliert. Der Apparat 
unterscheidet sich von dem friiher?*) beschriebenen dadurch, dai 
er die schirfer fraktionierende Widmerkolonne enthilt und daB 
diese Kolonne, ebenso wie die Kapillare, durch welche das 
Destillat abflieBt, elektrisch beheizt wird. 


Fraktion 9 wurde durch Steigerung der Temperatur des Heizmantels 
(er Kolonne iiber den Siedepunkt der Substanz und Fraktion 10 dureh 
nachfolgende Destillation des noch in der Apparatur verbliebenen Riick- 
stands im Claisenkolben erhalten. 


*) Diese Z. 242, 250 (1936). 
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Freie Siuren é. oI 
= sesdbens at 6a = 
Vrak- Methylester a — _ & h 
we : ; | Krys allisiert iC “. 
Menge | Schmp. Menge |Schmp. | Aquiy.-| Schmp. Aquiv.- 5 
g Sa F- | a Gew. , eg 
1 | 0,54 | 34 0,49 | 56 270 | — | — 
24417 | @ 0,89 | 61 319 | 72 | 327 | 
3 | 0,79 | 51 0,72 | %6 337 | 78 | 340 CooHy,0 
4 | 0,75 | 51,5 | 0,70 | 76 340 78 | 340 | 79,5 | 34 
5 | 0,68 52 0,61 | 76,5 341 77 =|) «(344 | 
6 | 1,01 D3 0,88 | 75 346 | 4 
7 | 0,55 54 047 | 78 | 358 | — | — 
8 | 0,96 | 55 —*) | 80,5 363 | 81 | 363 C.,H,.0, 
9 | 1,09 | 57 0,92 | 88 | 369 | 84 | 368 | 84 | 368 
10 0,88 58 0,80 | 83 |; 366 | 84 | 367 


*) Ein Teil der Substanz ging verloren. 


Die C,,-+:-, C,,--+- und C,,----Siuren. Fraktion 1 ist oiten- 
sichtlich ein Gemisch von Palmitin- und Stearinsiiure, Fraktion 2 
wabrscheinlich ein Gemisch von Stearin-, Arachin-(n-Eicosan-' 
und Behen-(n-Docosan-)siure. Fiir die Anwesenheit von Stearin- 
siure in Fraktion 2 spricht vor allem das starke Ansteigen von 
Schmelzpunkt und Aquivalentgewicht beim Umkrystallisieren. 
Méglicherweise kénnte also die Arachinsiure iiberhaupt fehlen. 

Die C,,----Siure. Sie ist offensichtlich das Hauptprodukt 
des urspriinglichen Siuregemischs. Die beiden Fraktionen 3 und 4, 
bei welchen es sich nach Schmelzpunkt und Aquivalentgewicht 
um annihernd reine Behensiure handelt, wurden vereinigt, und 
in der iiblichen Weise mit methylalkoholischer Schwefelsiure 
verestert. Der zur weiteren Reinigung noch wiederholt aus Metbyl- 
alkohol umkrystallisierte Methylester schmolz bei 53°. Daraus 
wurde wieder die freie Saéure dargestellt und diese aus Aceton 
umkrystallisiert. 0,59 g. Schmelzp. 78,5°. Die Mischprobe mit 
reiner Behensiure vom Schmelzp. 79,5° gab keine Depression. 


5,040 mg Subst.: 14,335 mg CO., 5,780 mg H,O. — 59,1 mg Subst.: 
1,736 eem n/10-NaOH. 
CHO, Ber. © 77,56 H 13,03 Aquiv..Gew. 340 
Gef. ,, 77,6 » 12,8 ” 341. 


Die C,,----Siiure. Die Fraktionen 9 und 10 haben den Schmelz- 
punkt der reinen Lignocerinsiure (n-Tetracosansiure). Zur Analyse 
‘kam die umkrystallisierte Saiure der Fraktion 9. 


4,925 mg Subst.: 14,160 mg CO,, 5,720 mg H,O. 
C,,H,.0,. Ber. C7818 H 1313 Gef. C 784 H 13,0. 
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Es kann kein Zweifel bestehen, daf hier Lignocerinsiiure 
m-Tetracosansiure) von hohem Reinheitsgrad vorlag. Hdéhere 
Homologen der Lignocerinsiure sind offensichtlich nicht vorhanden. 


Menge der Methylester in Gramm 






































7 u Summe 

] 2 3 4 ) 6 7 8 ie 4: vmameane rae 
in g jin °/, 

Cy, —Coo | 0.54 | 0,44*) | 0,08 **) 1,06 | 12 
Cas 0,73 10,71 0,75] 0,66] 0,79 }0,2010,17}0,0410,06] 4,11 | 49 
Co, 0,02] 0,22]0,35] 0,79] 1,05]0,82| 3,25 | 39 


*) Berechnet unter der Annahme, das ein Gemisch von Stearin- und 
behensiiure vorliegt. 

**) Berechnet unter der Annalime, dafi ein Gemisch von Arachin- und 
Schensiiure vorliegt. 


Wahrend bisher aus den Gauchercerebrosiden nur Lignocerin- 
siure (allerdings in noch unreinem Zustand vom Schmelzp. 80 
bis 81°) isoliert worden ist, wird in der vorliegenden Unter- 
suchung auBer dieser Fettsiiure erstmals das Vorkommen von 
reichlichen Mengen Behensiure nachgewiesen. 

Sphingosin. Aus 10g des Cerebrosids wurden bei der 
Spaltung mit 10°/,iger wiBriger HCl nach dem oben beschriebenen 
Verfahren aus der stark eingeengten aitherischen Lésung als erste 
Krystallisation 1,34 g der Base erhalten. Schmelzp. 82,5°. Als 
zweite Krystallisation erhielt man nach nochmaligem EKinengen 
0,53 g. Schmelzp. 75° (Sphingosin aus Gehirncerebrosiden schmilzt 
bei 82,5°), Menge des nicht krystallisierenden Anteils der Mutter- 
lauge: 1,41 g, daher Gesamtmenge 3,28 g. 

Bei der Spaltung mit 10°/,iger methylalkoholischer Schwefel- 
siure nach Thierfelder wurden aus 5,01 g Cerebrosid in ent- 
sprechender Weise wie bei dem anderen Spaltverfahren 0,67 g 
der aus Ather krystallisierten Base und 0,81 ¢ nicht krystalli- 
sierender Anteil erhalten, daher Gesamtmenge 1,48 g. 

Die niihere Charakterisierung der Base erfolgte durch Dar- 
stellung des Triacetyl-sphingosins [E. Klenk?}’)}, Aus 0,15 g der 
krystallisierten Base vom Schmelzp. 82,5° wurden 0,04 g Triacetyl- 
sphingosin erhalten. Das aus Aceton umkrystallisierte Produkt 
schmolz bei 103°. Die Mischprobe mit Triacetyl-sphingosin aus 


Gehirn (Schmelzp. 102,5°) ergab keine Schmelzpunktsdepression. 


) Diese Z, 185, 169 (1929). 
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5,088 mg Subst.: 12,660 mg CO,, 4,660 mg H,O. 
C,,H,,NO. Ber. C 67,71. H 10,19 
Gef. ,, 67,8 » aes 
Die schlechte Ausbeute bei der Acetylierung lieB sich durch 
Anwendung gréBerer Substanzmengen etwas verbessern, wobei 
aus 0,6 g Sphingosin 0,26 g des Acetylproduktes erhalten wurden. 
Das Sphingosinpraparat, das durch Spaltung mit 10°/,iger wig- 
riger HCl gewonnen war, ergab jedoch auch in Mengen iiber 1 ¢ 
eine Ausbeute von nur etwa 15°/, der Theorie. Bei Sphingosin- 
priparaten aus Gehirncerebrosiden sind die Ausbeuten besser, 
jedoch bei verschieden dargestellten Produkten ebenfalls stark 
schwankend [E. Klenk und W. Diebold")].- 


Der Zucker. Aus 10 g Cerebrosid wurden 1,57 g der kry- 
stallisierten, noch etwas gelb gefirbten Substanz erhalten. Zur 
Analyse wurde 1g nach Tollens unter Entfirbung mit Tierkohle 
umkrystallisiert (0,29 g) und im Vakuum iiber Schwefelsiiure ge- 
trocknet. 

1,828 mg Subst.: 6,980 mg CO,, 2,860 mg H.O, 0,020 mg Riickstand. 

C.H,.0, | Ber. © 39,99 H 6,72 
(ref. (aschefreie Subst.) ,, 39,6 , 6,66. 


0,1014 g in Wasser zu 10 cem gelést. Endwert der Drehung im 2 dm 
Rohr bei 18° o = + 1,06°. 


Fiir Glucose fa]t = + 52,5°. Fiir Galaktose [o}!§ = + 80,2°. 


Fiir Mannose [@]}® = + 14,2°. 


Der Zucker ist, wie schon Halliday, Deuel, Tragerman 
und Ward gezeigt haben, mit Hefe vergiirbar. Bei der quan- 
titativen Glucosebestimmung im Lohnsteinschen Girapparat 
wurde fiir die obige 1,014°/,ige Lisung ein Glucosegehalt von 
0,96°/, gefunden. 

In einer Reihe von anderen Ansiitzen wurde die Abspaltung 
des Zuckers durch 3stiindiges Erhitzen des Cerebrosids mit 10°/, iger 
Schwefelsiure vorgenommen, wobei allerdings nur etwa 60°/, des 
Zuckers zur Abspaltung kamen. Aus der Hydrolysenfliissigkeit 
entfernte man die Schwefelsiure quantitativ mit Barytwasser und 
engte das Filtrat im Vakuum bei einer Wasserbadtemparatur 
von 40° auf ein kleines Volumen ein. Kine so dargestellte Zucker- 
lésung, die — nach Bertrand bestimmt — 1,025(1,015)°/, Zucker 


') Diese Z. 198, 25 (1931). 
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| ber. fiir Glucose) enthielt, zeigte bei 20° den Drehwert c, = + 0,53” 

in 1 dm-Rohr, entsprechend einem °/,-Gehalt von 1,01°/, Glucose. 
Diese Ubereinstimmung der Werte spricht durchaus dafiir, dal 
ein anderer Zucker als Glucose nicht vorhanden war. Trotzdem 
cab die Lésung auffallenderweise eine positive Ketosereaktion 
Seliwanoff). Die Zuckerlésung wurde deshalb auch noch nach 
Willstitter-Schudel titriert. Fir 1 ccm der Zuckerlésung 
ergab sich 11,4 mg Aldehydzucker. So kann auch nach diesem 
Refund eine Ketose nicht vorhanden sein. 

Kine andere derartige Lésung gab bei der Giirprobe im ge- 
yéhnlichen Girréhrchen eine CO,-Menge, welche einer 0,9°/,igen 
Glucoselésung entsprach. Nach 12stiindigem Stehen bei 35° war 
der Zucker vollstiindig vergoren (‘Trommersche Probe nach Ab- 
yentrifugieren der Hefe negativ). In einem Parallelversuch mit 
ener 0,5°/,igen Galaktoselésung trat innerhalb 12 Stunden keine 
(0,-Entwicklung auf und die ‘'rommersche Probe war nach 
Abzentrifugieren der Hefe noch stark positiv. 5 ccm dieser auf 
Grund der Girprobe 1°/,igen Zuckerlésung ergaben bei der 
Qsazonprobe 0,02 g eines Osazons vom Schmelzp. 207°. Die Sub- 
stanz krystallisierte in der fiir Glucosazon (Schmelzp. 208°) cha- 
rakteristischen Weise. 

Nach allem kann kein Zweifel bestehen, dab ebenso, wie in 
dem von Halliday, Deuel, Tragerman und Ward untersuchten 
Fall, auch hier der Zucker des Cerebrosids mit Glucose identisch 
ist, und daB Galaktose oder andere Zucker vollig fehlen. 


Sphingomyelinfraktion. Die Priiparate waren aus dem Filtrat der 
Verebrosidabscheidungen gewonnen. Gesamtmenge von ¢, aus 2 verschiedenen 
Ansiitzen: 7,5 ¢. 1,46 (1,39)°/, P; 6,24 (6,20)9/, Ns; 5,20 (4,67)°/, Glycerin. — 
2,23 (2.27) 9/, P; 3,94 (3,96), N; 4,55°/, Glycerin. — 1,72 (1,82)°/, P; 5,16 


went) | kw 0 ted 


(,15)°., N: 4,78 (4,94)°/, Glyeerin. Gesamtmenge von ¢, aus 2 verschiedenen 

 N; /) Gly g 2 a 

Ansiitzen: 42,7 @. 1,14 (1,11)%/, P; 7,82 (7,79) °/) N; 2,74 (2,81)9/, Glycerin bzw. 

1,07 (1,14/1,17)°/, P; 7,19 (7,08/7,15)°/, N; 2,64 (2,97)°/, Glycerin. Alle diese 

Phosphatidfraktionen waren vollig bzw. nahezu zuckerfrei. Sie waren mit 

" & P 

eer stickstoffreichen Substanz stark verunreinigt. Im iibrigen diirften die 

Priparate auf Grund der Analysen in der Hauptsache Glycerin-phosphatide 
y I : } p 

wd kein oder nur wenig Sphingomyelin enthalten haben. 


Fall 11. Die Cerebroside wurden von Milz, Leber und Lunge 
aus dem Protagon des Aceton- und Atherextrakts in der oben 
beschriebenen Weise durch Umkrystallisieren aus Chloroform- 
Methylalkohol und Entfernen der letzten Spur P-haltiger Verun- 
teinigungen durch Adsorption an Al,O, gewonnen. Milz: 0,53 g; 
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und Thierfelder ergaben auch hier dieselben niedrigen Wertdigst pho: 


wie beim Milzcerebrosid von Fall I [16,2*) bzw. 14,2 bzw. 14.3° 
berechnet fiir Galaktose). Alle drei Priparate krystallisierten ay; 


Methylalkohol wie das erste Priparat. Auch hier ergab sich wieder 


eine iiber doppelt so hohe Linksdrehung wie beim synthetischey 
Kerasin oder dem Gehirnkerasin. 
0,5482 ¢ Substanz (Leber) in Pyridin zu 10 ccm gelést. Drehuneg jy 
2 dm-Robr bei 20° ap = — 1,147°. 
Car 20 = — 10,46". 


Zur Spaltung wurden die Produkte aus allen 3 Organen yer. 
einigt. 1,04g heferten nach der oben beschriebenen Salzsiure. 
methode insgesamt 0,45¢ Fettsiiuremethylester. Das daraus ge. 
wonnene F sabsanaeaninl schmolz bei 69° und hatte das Aquiv alent. 
gewicht 334. Alles spricht dafiir, daB es seiner Zusammensetzung 
nach mit dem des ersten Falles iibereinstimmt, und daB auch hier 
die Behensiure vorherrscht. 

Die salzsaure Hydrolysenfliissigkeit, die den abgespaltenen 
Zucker enthielt, wurde auf genau 25ccm aufgefiillt. Von 2ccm 
bestimmte man den Zucker nach Bertrand. Gef. 15,4 mg Glucose. 
Daher Zuckergehalt des Cerebrosids 18,5°/,. Aus dieser Lisung 
entfernte man die Salzsiure durch Fallung mit Blei- und Silber- 
acetat, die iiberschiissigen Schwermetalle mit H,S und schiieflich 
die Essigsiure durch Extraktion mit Ather im Lindeschen Apparat. 
Durch Einengen im Vakuum wurden 26ccm einer Loésung mit 
einem Zuckergehalt von 0,63 °/, (bestimmt nach Bertrand) er- 
halten. Bei der Garprobe im Girréhrchen vergor der darin gelisie 
Zucker vollstindig (Trommersche Probe nach der Vergiirung 
negativ). Die Menge des entwickelten CO, entsprach der einer 
0,6°/, igen Glucoselésung. Offenbar war also auch hier der Zucker 
aller drei Cerebrosidpraparate identisch mit Glucose. 


Die Cerebroside des Gehirns**) 


Aus der Protagonfraktion des Aceton- und Atherextraktes 
(c,): 0,91 g (19,6, 19,0, 18,4, 18,8°/, Galaktose**)). Die Substanz 


*) Bestimmung ungenau. Wegen Mangel an Substanz jedoelh nicht 
wiederholt. 
**) Uber Einzelheiten der Methodik vgl. 3. Mitteilung. 


*“*) Bestimmung nach einer noch unverdiffentlichten Mikromethode: 


1—2 mg des Cerebrosids mit 10°/,iger HCl gespalten und Zucker nach 
M. Somogyi [J. of Biol. Chem. 117, 771 (1937)] hestimmt. 
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Wertdijst phosphorfrei. Kin kleiner Teil der Cerebroside fand sich im 
43° Bprotagon des Chloroform-Methylalkohol-Extraktes (c,), so daB hier 
2 auMedje Trennung der zuckerhaltigen Substanz X und der Cerebroside 
‘iedeldurch Auskochen mit 5°/, Wasser enthaltendem Aceton vor- 
schenieccnommen werden muBte. Aus der noch P-haltigen Cerebrosid- 
aktion (0,54 g. 0,58°/, P) wurde durch Umkrystallisieren aus Kis- 
essig und Adsorption an Al,O, 0,21 g Cerebrosid erhalten (18,5, 
19,8°/, Galaktose). Beide Cerebrosidpriiparate wurden vereint (1,83, 
1,82°/, N). : 

Zur Charakterisierung der Fettsiiuren wurden 0,48 g mit 
i0°/,iger methylalkoholischer Schwefelsiure gespalten. Fraktion 
AUre- Bor cesiittigten Fettsiuren: 0,12 g Methylester. Aus dieser Frak- 
| §- Bion wurde als Hauptprodukt durch Fallung mit Magnesiumacetat 
lent-B‘erebronsiiure erhalten. Schmelzp. 100° (aus Aceton umkrystalli- 
2D Bsiert). Die Menge der gewonnenen Lignocerinsiurefraktion (Schmelz- 
ier Byunkt 80—84°) war nur sehr gering. Fraktion der ungesiittigten 

Fettsiiuren: 0,06 g Methylester. Das daraus gewonnene Siure- 
"nel Bvemisch hatte die Jodzahl 45. 
om Zur Charakterisierung des Zuckers wurden 0,50 g des Cere- 
08¢ Bhrosids mit 10°/,iger wibriger Salzsiiure gespalten und die nach 
‘ung Bder Entfernung der Salzsiure bis fast zum Sirup konzentrierte 
ber- Zuckerléisung im MeBkélbchen wieder genau auf 10 ccm verdiinnt. 
lich Bie Zuckerbestimmung nach Bertrand ergab fir 2 ccm der 
Tai. BLisung 18,5 (18,6) mg ber. als Galaktose, entsprechend einem 
Mi BH Galaktosegehalt der Lésung von 0,925 (0,900) °/,. 








ver- 


er ‘ men sacl a ‘ 

, Drehung der Lésung im 2 dm-Robhr bei 18° « = +1,38°. Fiir ¢ = 0,9125 

Ste H \Mittelwert der Bestimmung nach Bertrand) 

_ [als = + 75,75°, 

Mey . . . . . . 

ker Bei der quantitativen Glucosebestimmung im Lohnsteinschen 
Girapparat ergab sich ein Glucosegehalt von 0,16 bzw. 0,12 °/, 
geveniiber einem Blindwert, der 0,09°/, Glucose entsprach, so dab 
ie Lésung nach Abzug des Blindwerts nur noch 0,03 bzw. 0,07°/, 
Glucose enthalten wiirde. Die Werte sind zu klein, als daB ihnen 

tos cs ‘ 

“Bene reale Bedeutung zugesprochen werden kénnte. Zweifellos 

WY 


ist der Zucker, wie normalerweise bei den Gehirncerebrosiden, 
identisch mit Galaktose. 


Sphingomyelin. Aus den Protagonfraktionen ec, und ¢,: 0,72 g 
auckerfreies Sphingomyelin. e,: 3,76°/, P; 3,10 (3,09) °/, N. — ce: 3,76%, P: 
de; Mp0 (8,05) °/, N. Fir die beiden vereinigten Priiparate: 5,21 (5,20) °/, 
 Glyeerin 


Substanz X. 0,47 ¢ (1,35 °/, Ps 2,62 °/, N; 24,7 (24,4) °/, Galaktose) 
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Ergebnis 


Das im Fall I (Erwachsenengaucher) aus der Milz isolien§— 
Cerebrosid muf auf Grund des Spaltungsergebnisses als ein Gq 
misch von Cerebro-glucosiden angesehen werden, das in der Hauy§ fp, 
sache aus Behenyl-sphingosin-glucosid (etwa 49°/,) und Lignocen§ 
sphingosin-glucosid (etwa 39°/,) besteht. Doch sind in kleingf” 
Mengen wahrscheinlich auch die entsprechenden Cerebroside jf 
niedrigeren homologen Fetisiuren vorhanden. Die elementare Zif 
sammensetzung der Substanz steht in Ubereinstimmung mit diesem - 
Spaltungsergebnis. Da es sich im Fall IT (Siiuglingsgaucher) bei da” 
aus Milz, Leber und Lunge isolierten Cerebrosidpriiparaten zweifldf 
los ebenfalls um Cerebro-glucoside, die ihrer Natur nach mit def” 
ersten iibereinstimmen, handelte, so muB die Frage aufgewort 






















werden, ob es tiberhaupt Gaucher-Fille gibt, wo die Speichefh : 
substanz aus Cerebro-galaktosiden besteht, d. h. wo diese, wie bifesi24 ‘ 
her angenommen, mit Kerasin identisch ist. Fiir den beachtenff erscl 
werten Unterschied im optischen Drehungsvermigen der hie plieb 
isolierten Cerebrosidpriiparate ({«],, = — 10,66° bzw. — 10,46°) uni ‘ ths: 
des seinerzeit synthetisch dargestellten Kerasins ({@], = — 4.30' -M 
wird man wohl mit gutem Grund die Verschiedenheit der Zucker nuyeli 


komponente verantwortlich machen miissen. Da das Liebschiii 
Priparat in seinem optischen Verhalten mit den vorliegende 
Priparaten iibereinstimmt, so wiirde daraus folgen, daB es eben 
falls denselben Zucker enthalt. Andererseits ist aber darin def 
Zucker von Lieb in Form des Osazons durch Schmelzpunkt uniff ande 
Mischschmelzpunkt als Galaktose charakterisiert worden, so daly Natri 
eine Entscheidung der Frage vorliufig nicht méglich ist. Hie i 
Die Dutsnethaine der Gehirnlipoide des Falles II ergab kei: peespa 
merkbaren anormalen “"Verhiiltnisse; insbesondere erwiesen sich di kaum 
isolierten Cerebroside sowohl nach der Art der Fettsiuren wie 1 payeli 
bezug auf die Zuckerkomponente als identisch mit denjenigen de pbestin 
Normalgehirns. Falls die Krankheit in der Tat auf das Nerver- sich 





gewebe iibergegriffen haben sollte, miissen die lipoiden Hinlage pty 
rungen aus den organspezifischen Cerebrosiden bestehen. AB 
Het 


Die Untersuchung wurde durch Mitte] unterstiitzt, welche der Reich der V 
forschungsrat zur Verfiigung gestellt hat. 
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Seit der Entdeckung des Sphingomyelins durch 'Thudichum 
nd die Methoden zu seiner Gewinnung aus Gehirn schon von 














werschiedenen Seiten*) wesentlich verbessert worden. ‘l'rotzdem 
hick Dlieb bisher die Reindarstellung der Substanz eine schwierige und 
0) yyemiibsame Aufgabe. Wie die eingehendere Untersuchung von 


4.3))[eW. Merz?) gezeigt hat, macht die Kntfernung eines dem Sphingo- 
ucker- Ail dis hartnickig anhaftenden itherunléslichen Phosphatids von 
: lecithinartiger Struktur (P:N = 1:1) besondere Schwierigkeiten, 
ihrend die véllige Abtrennung der Cerebroside mit Hilfe der 
iilteren Verfahren in befriedigender Weise gelingt. 
nda Wir haben gefunden, da8 sich das als Verunreinigung .vor- 
1 andene Glycerin- phosphatid durch Behandlung mit einer Spur 
® Natriumalkoholat in Benzinlésung beseitigen libt. Hierbei werden 
‘die Fettsiuren des Glycerin-phosphatids durch Umesterung ab- 










keine gespalten. Sphingomyelin dagegen wird bei dieser Behandlung 
sh die kaum angegriffen. Als Kriterium des Reinheitsgrads der Sphingo- 


vie ine 2yelinpraparate haben wir mit Vorteil die neue Mikroglycerin- 
n dee Lestimmung von G. Blix*) angewandt. Mit dieser Methode lassen 
vere sich Beimengungen von wenigen Prozenten des Glycerin-phos- 
lage: ‘phatids noch mit Sicherheit erfassen, wiihrend auf Grund des 
|P/N Verhaltnisses, nach dem man bisher ausschlieBlich die Rein- 
heit des Sphingomyelins beurteilte, erst sehr viel gréBere Mengen 
eich HE der Verunreinigung analytisch einwandfrei feststellbar sind. 


') 13. Mitteilung: Diese Z. 244, 203 (1936). 
*) Vel. H. Fhierfelder u. E. Klenk. ,,Die Chemie der Cerebroside 
Fund Phosphatide“ Berlin 1930, 128. 
*) Diese Z. 195, 59 (1930). 
4) Mikrochim. Acta (O.) 1, 75 (1937). 
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Das neue Darstellungsverfahren fiihrt nicht nur sehr vid men: 


schneller und sicherer zum Ziel, sondern ergibt auch wesentlic sehr 


bessere Ausbeuten als die alten Verfahren. 


Darstellung des Ausgangsmaterials und Abtrennung 
der zuckerhaltigen Substanz 

Das mit Aceton entwisserte Gehirnmaterial wird in eine» 
groBen Soxhletapparat nacheinander mit kaltem Aceton uni 
Ather extrahiert. AnschlieBend wird das zunichst an der Lut 
dann im Vakuum iiber Schwefelsiiure getrocknete und in de 
Kugelmiihle fein gemahlene Gehirnpulver mit dem 5 fachen Volumen 
Methylalkohol—Chloroform (3:1 V.T.) eine halbe Stunde lan 
ausgekocht und auf einer grofen Nutsche hei® abgesaugt. Die 
Auskochungen werden noch mehrfach wiederholt, wobei man die 
Auskochungszeiten nacheinander auf eine und schlieBlich av 
mehrere Stunden erhéht. Die so gewonnenen Lésungen litt 
man zur Abscheidung der Cerebroside iiber Nacht bei 0° stehen, 
Nach Absaugen des Niederschlags (Cerebrosidfraktion I) konzen- 
triert man das Filtrat im Vakuum auf das halbe Volumen’ und 
erhilt wie oben durch Abkiihlen auf 0° eine zweite Cerebrosid- 
abscheidung (Cerebrosidfraktion If). Das nochmals im Vakuun 
stark eingeengte Filtrat gibt durch Fillung mit viel Aceton eine 
Phosphatidfraktion, die als Ausgangsmaterial fiir die Sphingomyelix- 
darstellung dient. Durch Umkrystallisieren der Cerebrosidfrak- 
tionen I und II aus Methylalkohol—Chloroform erhalt man aus den 
Mutterlaugen in entsprechender Weise eine weitere Menge dieser 
Phosphatidfraktion, die mit dem Hauptteil vereinigt wird. 

Die Substanz lést man nun,in dem 20fachen Volumen 
heiBen Methylalkohols, filtriert von’ einem etwaigen geringen u- 
léslichen Anteil ab, versetzt die siedend heiBe Liésung mit einer 
heiBen methylalkoholischen Lisung von Cadmiumacetat und trennt 
den auftretenden Niederschlag durch Filtration im HeiBwasser- 
trichter ab. Die Lésung wird nach Entfernung des iiberschiissigen 
Cadmiums mit H,S im Vakuum stark konzentriert und das Phos- 
phatid wieder mit Aceton gefallt. Durch nachfolgende Behandlung 
mit Ather wird dann noch eine kleinere Menge Atherlislicher 
Glycerin-phosphatide abgetrennt. Dieses Reinigungsverfahren durch 
Fallung mit Cadmiumacetat wurde seinerzeit®) bei der Darstellung 
der Cerebroside zur Entfernung einer stark phosphorhaltigen Bei- 





*) Diese Z. 145, 244 (1925); 166, 268 (1927). 
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i. mengung angewandt und hat sich auch im vorliegenden Fall als 
sehr zweckmibig herausgestellt. 


Das aus der 5fachen Menge Pyridin umkrystallisierte Pro- 
dukt lést man dann in dem 4—5fachen Volumen Benzin*)- 
Alkohol (9:1 V.'T.) und fallt den Hauptteil der noch vorhandenen 
zuckerhaltigen Verunreinigungen mit Athylalkohol aus. Den letzten 


Rest derselben beseitigt man am besten durch Adsorption an 


Al,O, nach den Angaben von 8. J. Thannhauser und P. Setz°®). 


| Zu diesem Zweck ‘wird das Filtrat durch Zugabe von Benzin 
_wieder auf das urspriingliche Verhiltnis Benzin: Alkohol = 9:1 
gebracht und die Liésung durch eine Schicht von Al,O, (Merck, 
| standardisiert nach Brockmann) gegossen, dessen Menge etwa 
| die 2—3fache Menge der in Lésung befindlichen Substanz be- 
| trigt. Man wiischt noch gut mit dem Lésungsmittel nach. Aus 
‘der Lésung wird das Phosphatid durch starkes EKinengen im 
' Vakuum und Fallung mit Aceton zuriickgewonnen. Die Adsorption 
' wird unter Benutzung von frischem Al, °O so oft wiederholt, bis 
‘die Substanz vollig zuckerfrei, d. h. die Probe nach Molisch 
_negativ ist und 0,1 g Substanz bei der Zuckerbestimmung nach 
| H. Loening und H. Thierfelder’) einen KMnO,-Verbrauch gibt, 

' der mit dem Leerwert (1—2 Tropfen der KMn0,- Lésung) tiber- 


einstimmt. In der Regel ist das Ziel nach 2maliger Wieder- 


holung der Adsorption erreicht. 


Die Aufarbeitung der aus den urspriinglichen Aceton- und Ather- 
extrakten gewonnenen iitherunléslichen Protagonfraktion auf Sphingomyelin 
nach dem obigen Verfahren fiihrt zu einer Phosphatidfraktion, die wesent- 
lich sehwieriger vollig zuckerfrei zu erhalten ist. Es ist deshalb auch 
nicht zweckmiBig, diese Protagonfraktion des Ather- und Acetonextraktes 
fiir die Darstellung des Sphingomyelins mitzuverwenden, da die Ausbeute 
an zuckerfreiem Phosphatid bei gemeinsamer Verarbeitung infolge der not- 
wendigen oftmaligen Wiederholung der Adsorption wesentlich geringer wird 
vgl. dazu K. Schuwirth’). Eine fiir sich verarbeitete Protagonfraktion 
aus Aceton- und Atherextrakt von 27,5 g lieferte 1 g (entsprechend 3,6°/,) eines 
noch sehwach zuckerhaltigen Rohsphingomyelins, dessen restlose Befreiung 
von zuckerhaltiger Substanz zu noch geringerer Ausbeute gefiihrt hiitte 
und nicht lohnend war. 


In einem der Ansiitze, in dem alle Einzelfraktionen des an- 


fallenden Materials zur Wiigung gebracht wurden, erhielten wir 
aus den Aceton- und Atherextrakten insgesamt 371g (daraus 
*) Siedep. 70—80°. 
) J. of. Biol. Chem. 166, 527 (1936). 
*) Diese Z. 77, 202 (1912). 8) Diese Z. 263, 25 (1940). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 267 11 
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8 g atherunlésliche Protagonfraktion) und 773 g des mit Acetoy hne 
und Ather erschépften Gehirnpulvers, entsprechend 1144 g - 


Trockengehirn. Die Menge der daraus mit Methylalkohol- Chloro. 


form gewonnenen Phosphatidfraktion, die als Ausgangsmateria| F Cubst: 


- verscl 
_ tunde: 


- von € 


fiir die Sphingomyelindarstellung diente, betrug 113 g, die dann 
9,5 g des zuckerfreien Rohsphingomyelins (I) lieferten. In diesen 
Ansatz war die Ausbeute an Rohsphingomyelin sehr gering (8,4°/,) 
da die 8g der Protagonfraktion des Aceton- und Atherextrakts 
mitverarbeitet wurden und dementsprechend auch, wie oben er. 
waihnt, die véllige Abtrennung der zuckerhaltigen Verunreinigungen 
nur unter erheblichen Verlusten méglich war. In anderen An. 
siitzen, in denen die Protagonfraktion des Aceton- und Ather. 
extraktes nicht mit verarbeitet wurde, erhielt man aus 263 ¢ 
bzw. 118 g Phosphatidfraktion 65,2 g¢ bzw. 26,9 g (entsprechend 
24,8°/, bzw. 22,8°/,) des voéllig zuckerfreien Rohsphingomyelins 
(II bzw. IID). 

Zu den Lésungsmitteln, die zur Trennung von Cerebrosiden 
und Sphingomyelin gut brauchbar sind, gehért neben den bein 
obigen Darstellungsverfahren angegebenen auch der Kisessig. 
Man lost die Phosphatidfraktion unter Erwirmen in etwa der 
15—20fachen Menge Hisessig, laBt iiber Nacht bei Zimmer- 
temperatur stehen und saugt die hauptsiichlich aus Cerebrosiden 
bestehenden Abscheidungen ab. Aus der Mutterlauge wird das 
wesentlich zuckerirmere Phosphatid zuriickgewonnen.  Nacli 
unseren Erfahrungen kann die Verwendung von HRisessig nur 
dann von Vorteil sein, wenn die zur Darstellung des Rob- 
sphingomyelins zu verarbeitende Phosphatidfraktion einen hohen 
Zuckergehalt (etwa ab 10°/,) aufweist. Man wird das nach der 
Behandlung mit Eisessig wesentlich zuckerirmere Priparat weniger 
oft an Al,O, adsorbieren miissen und deshalb vielleicht bessere 
Ausbeuten erhalten. Die EKisessig-Abscheidungen enthalten nu 
wenig Phosphatid (P-Gehalt um 1°/,). Bei niedrigerem Zucker- 
gehalt (etwa unter 10°/,) sind die durch Hisessigbehandlung bzw. 
hautigere Adsorption an Al,O, unvermeidlichen Verluste an Robh- 
sphingomyelin etwa gleich, so daB man sich die Abtrennung der 
Cerebroside mit Kisessig ersparen kann. Eine bei einem Priparat 
mit einem Zuckergehalt von 5,78°/, durchgefiihrte Behandlung 
mit Kisessig lieferte aus 41,3 g Rohprodukt 31 g einer Substanz 
mit einem Zuckergehalt von 1,1°/,.. Daraus wurden in_ be- 
schriebener Weise 13,1 g zuckerfreies Rohsphingomyelin erhalten. 
Die gleiche Menge (41,3 g) des gleichen Rohproduktes lieferte 
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Cetonf ohne Kisessig 13,2 g Rohsphingomyelin, das mit dem vorigen 
44 ‘yereinigt wurde (IV). 
Moro. _ Rein wei8e, gut pulverisierbare, jedoch etwas hygroskopische 
terial FT Substanzen. Der Glyceringehalt schwankt bei den Priparaten 
dann 'verschiedener Darstellung in ziemlich weiten Grenzen. Die ge- 
i 'fundenen Werte entsprechen einem Gehalt an Glycerin-phosphatiden 
4 Ie yon etwa 10—20°/,. 
ae [. 16,31 (16,08/24,98) mg Subst.: 57,4 (56,4/86,6) mg Wiagekoérper (P-Be- 
'stimmung nach Embden). — 12,94 (13,15) mg Subst.: 3,198 (3,249) cem 
ogeu © 4/100 HCl (Mikrokjeldahl). — 16,99 (14,80) mg Subst.: 0,442 (0,377) eem 
An- FF 1/50 Na,S,0, (Mikroglycerinbestimmung nach G. Blix). 
her. II. Die Darstellung des Rohsphingomyelins erfolgte in zwei Arbeits- 
63 9  gingen. Im ersten wurde etwa */;, im zweiten die restlichen */; der Phos- 
| & phatidfraktion zuckerfrei gemacht. Die Ausbeuten a) (28 g) und b) (37,2 g) 


rend & , 4 
wurden getrennt analysiert und dann [I], mit II vereinigt. 


sling 
& a) 18,32 (21,75) mg Subst.: 65,7 (76,9) mg Wiigekérper. — 22,42 
| (21,41/25,81) mg Subst.: 4,80 (4,70/5,65) cem n/100-HCI. — 24,30 (31,79) mg 
den | Subst.: 2,08 (2,74) cem n/50-Na,8,O3. 
ven b) 47,2 (57,7) mg Subst.: 159,0 (185,5) mg Wiigekorper. — 19,7 (25,08) mg 
S1g. MH Subst : 4,55 (5,65) eem n/100-HCl. — 14,71 (28,63) mg Subst.: 0,815 (1,54) eem 
der && 1/50-Na,S,O . 


er- & IV. 16,82 (17,22) mg Subst.: 58,1 (60,3) mg Wiigekérper. — 13,43 
Jen @ (10,94) mg Subst.: 3,279 (2,721) eem n/100-HCl. — 19,35 (19,57) mg Subst.: 
das | 0,667 (0,678) cem n/50-Na,S,O,. 
ich & I. Gef. P 3,94 (3,93/3,88) N 3,46 (3,46) P:N 1:1,96 
uw IIa. ,, 4, 4,02 (3,96) ,», 3,00 (3,07/3,07) » 2 
a. | wm » » &et COD 3» 3,23 (3,15) » 222,93 
ad IV. ,, » 3,87 (3,92) ,, 3,42 (3,48) » 1:1,96 
el 
™ I. Gef. Glycerin 0,80 (0,78) 
: ITa. x - 2,63 (2,64) 
al b. és » 1,70 (1,65) 
ree IV. m i 1,06 (1,06). 
uw & 
r- Darstellung von glycerinfreiem Sphingomyelin 
a 1. Adsorptionsversuch. Die Abtrennung des _ glycerinhaltigen 
h- & Phosphatids wurde zuniichst auf dem Wege der Adsorption an AI,O, ver- 
er sucht. Zu diesem Zweck wurden 27,6 g eines zuckerfreien Rohproduktes 
at fe (lla) in 150 cem Benzin—Alkohol (1:1 V.T.) gelést und die Lésung durch 


eine 32 em hohe Schicht von 60 g Al,O, filtriert. Es wurden 3 Fraktionen 


8 von je 50 eem aufgefangen. Durch Nachwaschen mit 50 ecm Loésungsmittel 
IZ @ wurde eine 4. Fraktion erhalten. Dann wurde die Kolonne durch Zer- 
2» @@ schneiden des Glasrohres in zwei Hiilften geteilt und das Al,O, (je 30 g) 
)». @& im Soxhletapparat mit Methylalkohol 4 Stunden heif extrahiert. Auf diese 
R | Weise erhielt man Fraktion 5 und 6. Wie die folgende Zusammenstellung 


zeigt, fiihrte der Versuch zu einem negativen Ergebnis. 
2” 
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a, 




















Menge in g oP oN P:N | % Glyc.§ 

Auses 4 of - ; : ee a se - + ee ale, 
as dar 27,6 me; 3.96 see siei ceca 1: 1,69 | 2,63; 2.5; 
Frakt. 1,01 3,96: 3,93: 3,95 3,02: 2.95 151,68 

3 7,68 | 4,14; 4,08; 4,18 | 3,19; 3,23 1:1,72 

3 10,19 | 4,11: 4,05. 3,24: 3.11; 3,14 1:1,72 12,46: 245 

{ 3,35 | 4,36; 4,31 3,23; 3,12; 3.24] 1: 1,68 

5 0,42 | 4,08; 3,97 ort 3.19 1:1,76 

6 1,01 | 4,29; 4,39 3,41; 3,50 1: 1,76 


Fraktion 1. 15,76 (24,37/33,05) mg Subst.: 55,8 (85,5/116,6) mg Wiige- 
kérper. — 15,08 i 30) mg Subst.: 3,25 (3,90) eem n/100-HCIl. 

Fraktion 2. 15,22 (16,21/21,55) mg Subst.: 56,3 (59,1/80,5) mg Wiige. 
korper. — 10,74 (17,555) mg Subst.: 2,45 (4,05) eem n/100-HCI. 

Fraktion 3, 34,82 (21,41) mg Subst.: 127,9 (77,5) mg Wiigekérper. 
11,65 (26,55/12,25) mg Subst.: 2,70 (5,90/2,75) cem n/100- HCl. — 18,92 
(15,83) mg Subst.: 1,519 (1,283) eem n/50-Na,S8,O,. 

Fraktion 4. 11,96 (19,51) mg Subst.: 46,6 (75,1) mg Wigekérper. 
14,29 (18,64/14,695) mg Subst.: 3,30 (4,15/3,40) eem n/100-HCIl. 

Fraktion 5. 26,23 (17,68) mg Subst.: 95,6 (62,7) mg Wigekérper. 
14,01 (16,025) mg Subst.: 3,20 (3,65) eem n/100-HCI1. 

Fraktion 6. 20,68 (15,35) mg Subst.: 79,2 (60,2) mg Wigekérper. 
12,32 (14,60) mg Subst.: 3,00 (3,65) cem n/100-HCL. 

2. Alkoholatmethode. Das scharf getrocknete, zuckerfreie 
Rohsphingomyelin (Produkt 1) wird in 10 Volumteilen wasserfreiem 
Benzin (Siedep. 70—80°) gelést und 1 Volumteil einer Alkoholat- 
lésung zugegeben, die durch Auflésen von 1 g metallischem Natrium 
in 100 ccm absolutem Alkohol gewonnen wird. Nach 1 stiindigem 
Kochen unter RiickfluB dampft man das Lisungsmittel im Vakuum 
weitgehend ab und fiallt das Sphingomyelin mit Aceton aus (Pro- 
dukt 2). Die Acetonlésung enthilt die Athylester der aus dem 
Glycerin-phosphatid durch Umesterung abgespaltenen Fettsiuren, 
wihrend sich das Glycerin (wahrscheinlich als Glycerin-phosphor- 
siiure bzw. ihrem Natriumsalz) in der Acetonfillung vorfindet. Die 
Abtrennung dieser glycerinhaltigen Spaltprodukte vom Sphin- 
gomyelin erfolgt durch die bereits oben beschriebene Fiillung mit 
Cadmiumacetat. Ist das so gereinigte Sphingomyelin nach 2 maligem 
Umkrystallisieren aus Pyridin (Produkt 3) noch nicht véllig glycerin- 
frei, so wird die letzte Spur glycerinhaltiger Verunreinigung durch 
Adsorption an Al,O, entfernt. Zu diesem Zweck lést man das 
Sphingomyelin in 100 Volumteilen Methylalkohol und gieBt die 
Lésung durch eine Schicht Al,O, (etwa 10 Gewichtsteile). Aus der 
Lésung gewinnt man durch Atnintapton des Lisungsmittels unter 
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vermindertem Druck bis zum Syrup und Fiiliung mit Aceton vollig 
glycerinfreies Sphingomyelin, das zur Analyse nochmals aus Pyridin 
umkrystallisiert wird (Produkt 4). 


Bei kleinen Mengen (weniger als 1 g) kann die Substanz vollig an das 
Al,O, adsorbiert werden. Man eluiert dann durch Nachwaschen mit Methyl- 
alkohol oder Benzin—Methylalkohol (1:1 V.T.). Es ist aber ratsam, das Filtrat 
in mebreren Einzelanteilen aufzufangen und die daraus erhaltenen Fraktionen 
yor dem Vereinigen zu analysieren. 

Bei groben Substanzmengen und entsprechend grofen Mengen Lésungs- 
mittel ist der Substanzverlust auch ohne Nachwaschen gering. Es wurden 
z, B. yon einem Priiparat 45,1 g adsorbiert und 35,5 g glycerinfreies Sphin- 


gomyelin zuriickgewonnen. Beim ersten Nachwaschen mit | Liter Methyl- 


alkohol erhielt man 2,4 g¢ einer zwar glycerinfreien Substanz, die aber in 
ihrem P-Gehalt zu hohe (4,19°/,) und in ihrem N-Gehalt (3,40°/,) zu niedrige 
Werte aufwies. Man muB hier daran denken, daf} auch das Sphingomyelin 
bei der Alkoholatbehandlung teilweise mitangegriffen wurde (Abspaltung 
von Cholin), und in der vorliegenden Fraktion ein mit Lignoceryl- bzw. 
Stearyl-sphingosin-phosphorsiiure verunreinigtes Sphingomyelin vorgelegen 
hat. Bei den durch weiteres Nachwaschen in sehr geringen Mengen er- 
haltenen Substanzen (0,7 ¢, 0,1 g¢) handelte es sich um Produkte noch anderer 
/usammensetzung. 


Wir haben 6 [A,, B,, C, und I,, II/ITI,*), IV,| verschiedene 
zuckerfreie Phosphatidpraparate, deren Gehalt an iitherunléslichen 




















A In we ; = ” P = 
—— Pes °, N P:N °/, Glycerin 
A, 2,0 {| 4,12; 4,11 2,75; 2,68 1:1,46 | 6,12; 5,80 
A, 0,9 14,30; 4,21 3,67: 3,64 1:1,89 | 2,34; 2,33 
A. 0,16 | 3,79 3,21 1:1,88 | 0,59; 0,35 
b, 2,0 1,2] 3,10; 3.16 1:1,65 | 4,04; 4,06 
, 1,6 
B, 0,7 | 3,88; 3,82 3.46: 3,36 1:1,96 | 0,44; 0,47 
C, 4,0 | 4,11; 4,05 3,24; 3,11; 3,14]}1:1,72 | 2,46; 2,49 
C, 3,3 «1 4,29; 4,34; 4,29 1 3,69; 3,76 1:1,91 | 2,61; 2,58; 2,55 
c 0,7 | 4,01: 3,98 3.52: 3.49 1:1,94] 0,59: 0,48 
IL UT, | 61,8 1,86; 1,94 
(LH, | 56,4 ) 1,39; 1,63 
III, ] 43,1 | 4,10; 4,04 3,59; 3,46 1:1,92 | 0,34; 0,30 
NW/I,]| 35,5 | 4,07; 4,04 3,72; 3,56; 3,6611:1,9910; 0; 0,07; 0,09 
IV, | 26,3 | 3,87; 3,92 3,42; 3,48 1:1,96 | 1,06; 1,06 
IV, | 16,4 3,95; 4,04 3,59; 3,60; 3,59 | 1:1,99 | 0,07 
L, 8,07 | 3,94; 3,93; 3,88 | 3,46; 3,46 1:1,96 | 0,80; 0,78 
I, 4,44 13,90; 3,92; 3,861 3,54; 3,62; 3,55 11:2,03 | 0,12; 0,13 


) Priiparat Lip mit HI vereinigt. 
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Glycerin-phosphatiden auf Grund der Glycerinwerte etwa zwische, i 
10 und 50°/, schwankte, auf diese Weise mit Alkoholat bef 
handelt und weiter gereinigt. Davon stellen die Priiparate A, BCE 
Vorversuche dar, bei denen auf eine endgiiltige Reinigung durch} 
Adsorption verzichtet wurde. Bei Glycerinwerten um 0,1°/, ix f 
die Substanz als glycerinfrei anzusehen, da der Verbrauch you.§ 
n/50-Na,S,O, mit dem Leerwert iibereinstimmt. Die vorstehend 
Zusammenstellung gibt einen Uberblick tiber die Ausbeute und & 
die Zusammensetzung der mit fortschreitender Reinigung «.— 


haltenen Produkte. 


A,. 9,37 (17,31) mg Subst.: 34,5 (63,5) mg Wagekérper. — 7,88 (8,35) mg 
Subst.: 1,55 (1,60) eem n/100-HCl. — 19,47 (26,81) mg Subst.: 3,886 (5,069) cen 
n/50-Na.S,Oxg. 

Ay. 21,39 (22,81) mg Subst.: 82,1 (85,8) mg Wigekérper. — 7,83 (8,07) my 
Subst.: 2,05 (2,10) eem n/100-HCl. — 11,07 (11,51) mg Subst.: 0,844 (0,874) een 
n/50-Na,S,03,. 

As, 12,74 mg Subst.: 43,1 mg Wiigekérper. — 6,16 mg Subst.: 1,413 cen 
n/100-HCl. — 5,10 (13,80) mg Subst.: 0,098 (0,157) cem n/50-Na,S,O,. 


B,. 19,97 mg Subst.: 75,1 mg Wiigekérper. — 7,46 (8,43) mg Subst.: 
1,65 (1,90) eem n/100-HCl. — 15,73 (10,35) mg Subst.: 2,07 (1,37) cen 
n/50-Na,S,0,. 

B,;. 18,37 (26,20) mg Subst.: 63,6 (89,4) mg Wigekérper. — 14,0) 
(12,03) mg Subst.: 3,46 (2,89) cem n/100-HCl. — 13,67 (15,25) mg Subst. 
0,196 (0,236) cem n/50-Na,8,0,. 

C,. Vgl. Fraktion 3 8. 150. 

C,. 27,27 (29,97/10,28) mg Subst.: 104,5 (116,1/39,4) mg Wiigekérper. 
8,15 (7,82) mg Subst.: 2,15 (2,10) eem n/100-HCl. — 10,13 (11,43/9,24) mg 
Subst.: 0,863 (0,961/0,767) cem n/50-Na,S8,0O.,. 

C,. 18,57 (22,91) mg Subst.: 66,5 (81,5) mg Wiigekérper. — 10,80 
(11,66) mg Subst.: 2,73 (2,91) eem n/100-HCl. — 21,81 (20,45) mg Subst.: 
0,422 (0,324) eem n/50-Na,S,0,. 

IL/Til,. 17,01 (18,17) mg Subst.: 1,03 (1,15) eem n/50-Na,$,O,. 

IT/11L,. 24,51 (19,32) mg Subst.: 1,11 (1,03) eem n/50-Na,S,0,. 

IT/TIT,. 15,25 (14,29) mg: 55,9 (51,6) mg Wigekérper. — 17,20 (14,42) mg 
Subst.: 4,41 (3,56) cem n/100-HCL. — 23,93 (21,36) mg Subst.: 0,268 (0,210) eem 
n/50-Na,$,Ox. 


‘ 


IT/f1T,. 25,01 (17,51) mg Subst.: 91,0 (62,4) mg Wigekdérper. — 8,19 


(9,42/6,34) mg Subst.: 2,161 (2,396/1,660) eem n/100-HCl. — 18,94 (18,55/19,23 


21,45) mg Subst.: weniger als 1 Tr. (desgl./0,045/0,063) cem n/50-Na,8,0.. 


[V,. Vgl. 8S. 149. 
IV,. 1,732 (17,02) mg Subst.: 61,1 (61,4) mg Wiagekorper. om 


(10,36/9,21) mg Subst.: 1,810 (2,667 /2,360) cem n/100-HCl. — 25,06 mg Subst.: 


0,058 eem n/50 Na,S,0,. 
I,, Vgl. S. 149. 
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9 
~ 


19,03) mg Subst.: 62,7 (88,7/65,6) mg Wagekérper. — 17,00 (13,29/20,61) mg 
Subst.: 4,303 (3,438/5,219) eem n/100-HCI. — 11,15 (17,43) mg Subst.: 0,047 
0,075) eem n/50-Na,S, 03. 


[,. 4,444 mg Subst.: 10,930 mg CO,, 4,560 mg H,O. — 18,01 (25,31/ 


Fiir C,,Hy,N,PO, Ber. C 67,72 H 11,72 N 336 P 3,73 
Lignocero-sphingomyelin 
C,,Hy,N,P0, » » TF » 11,53 4 aan 1 Oye 
Nervo-sphingomyelin 
C,,H,,N,PO, « » ae » 11,44 ~ See » 4,15 


Stearo-sphingomyelin 
Gef. ,, 67,12 » 11,48 ae: fg dB 

Die dargestellten reinen Praparate sind in Ubereinstimmung 
mit den Angaben von Merz‘) schwach hygroskopisch. Die Dreh- 
werte stimmen ebenfalls mit den Angaben von Merz iiberein, 
der Werte zwischen + 4,99° und + 5,8° fand. 

B, 0,5419 g zu 10 cem in Methylalkohol—-Chloroform (1:1) gelést. 
Drehung im 2 dm-Rohr. « = + 0,574° 

[a}e? = + 5,30°. 

I, 0,5220 g, a = + 0,56° 

[a]zs* = + 5,35°. 

Die Substanzen krystallisieren aus Pyridin in Sphiirolithen, 
die im Polarisationsmikroskop das wohlausgebildete Balkenkreuz 
zeigen. Bei Vorschaltung der Gipsplatte mit Rot I erhalt man 
hei 2 entgegengesetzten Quadranten die Additionsfarbe Blau, 
bei den andern beiden die Subtraktionsfarbe Gelb [Gipsplatten- 
probe nach Rosenheim’) fiir Cerebroside]. 

Die Menge der aus den Glycerin-phosphatiden abgespaltenen I'ettsiure- 
‘ithylester betrug bei A 0,82 g, bei B 0,27 g, bei C 0,62 g, bei I/II 5,84 ¢ 
und bei IV 1,13 g. Sie wurden gewonnen durch restloses Abdampfen des 


Fillungsacetons und Extraktion des Riickstandes mit Ather und sind Gegen- 
stand weiterer Untersuchung. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel unterstiitzt, welche der Reichs- 
torschungsrat zur Verfiigung gestellt hat. 


‘) Mittelwert der 3 Bestimmungen. 
Biochemie. J. 8, 110 (1914). 
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Umwandlungen der Brenztraubenséure durch Hefenenzyme 
Von 
H. von Euler, L. Ahistrém und B. Hégberg 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. November 1940) 


In vorhergehenden Mitteilungen’) haben wir Vorgiinge be. 
schrieben, welche an Brenztraubensiure im lebenden tierischen 
Organismus und zwar im Blut von Menschen und Ratten eintreten, 
Wir waren ausgegangen von der bekannten ‘atsache, da’ der 
Gehalt des Blutes an Brenztraubensiure (BTS) bei Vitamin-B.- 
Mangel stark zunimmt. Unsere friheren Versuche hatter 
dann gezeigt, daB eine ahnliche grobe Anreicherung an 
BTS eintritt, wenn der Organismus an Vitamin A verarmt oder 
wenn Zinksalze, Adrenalin oder Citronensdure peroral oder intra- 
venés zugefiihrt werden. In Verfolgung dieser Untersuchung 
fanden wir dann auch das starke Absinken der BTS im Blut 
nach EKingabe von Mangansalzen oder von Insulin. 

Die Studien iiber die BT'S-Umsetzung wurden fortgesetzt an 
frischem Blut?), in welchem die BT'S bei der Glykolyse im Ver- 
lauf von 12Stunden stark ansteigt. 

Bei neuen Versuchen iiber den Umsatz der Brenztrauben- 
siure durch Hefe haben wir zuriickgegriffen auf Ergebnisse von 
Kuler und Signe Karlsson’) sowie von EK. Lindberg‘) itber 
das Verhiltnis der Zuckergirung zur Brenztraubensiuregirung. 
Das Ziel der damaligen Versuche war, die Co-Enzyme und Aktiva- 
toren der dabei mitwirkenden Enzymsysteme kennenzulernen’). 

Brenztraubensiure kann vier verschiedene enzymatische Um- 
setzungen erfahren, die unter sich in naher Beziehung stehen: 





') Euleru. Higberg, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 13 B. Nr. 16 (1939). 
Upsala Liikarefér. Nf. 45, 301 (1939). Diese Z. 263, 49 (1940). 

*) Euler, Melander, Higberg u. Tingstam, Diese Z. 267 im Druek. 

5) Euler u. Signe Karlsson, Biochem. Z. 130, 550 (1922). 

4) E. Lindberg, Biochem. Z. 132, 110 (1922). 

5) In Bestitigung unserer fritheren Ergebnisse wurde auch jetzt wieder 
gefunden, daf das Verhiiltnis der carboxylatischen BTS-Spaltung zur Zucker 
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giirung — beide gemessen durch die CO,-Entwicklung — vom Quotienten ! 
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Umwandlung der Brenztraubensiiure durch Hefenenzyime. 


i. Decarboxylierung nach der Gleichung 
CH,- CO - COOH > CH,-CHO + CO, 
. Dehydrierung*) (Oxydation): 
CH,-CO-COOH — H, > CH,COOH + CO, 
3. Dismutation [Krebs?)|, wobei aus zwei Molekiilen BT'S 


bo 


'41 Mol. Milchsiure, 1 Mol. Essigsiure und 1 Mol. CO, entsteht. 


4, Reduktion von BTS, welche reversibel zu Milchsiiure fiihrt*) 


‘gud wohl durch die Milchsiiuredehydrase vermittelt wird. 


In der Hefe wurde bisher ausschlieBlich die erstgenannte 


'Reaktion gemessen, wobei nach Dirscherl*) neben Acetaldehyd 
'.CO, auch Acetoin entstehen soll. 


Was das einschligige Enzymsystem betritit, so ist das Co-Enzym 


‘der reversiblen Reaktion Brenztraubensiure ~~~ Milchsiure, die 
'Cozymase, in der Folge als Adenin-Nikotinsiureamid-Dinukleotid 
‘yollstiindig aufgeklirt worden (Euler, Albers, Schlenk). 


| (Neuberg-Quotienten) oft stark abweicht und besonders bei verschiedenen 
‘Hefearten recht verschieden sein kann. Es ist yon mehreren Autoren her- 
‘yorgehoben worden, dali die Unstimmigkeiten zwischen der Brenztrauben- 
‘piure-Girung und der Glukose-Girung bei Verwendung Icbender Hefe 
‘durch die verschiedenen Permeabilititsverhiltnisse veranlaBt sein 
 kinnen; dies hebt z. B. A. Harden in seiner Monographie hervor. (Alcoholic 
Fermentation, London, 4th ed. 1932. — Vgl. auch Runnstrém, Sperber 
fund Eva Karlsson, Sv. Vet. Arkiv f. Kemi 13.B Nr. 10 (1939)}]. In dieser 
‘Weise 1aBt sich aber nicht erkliiren. daB bei Arbeiten mit Trockenhefen, 
“Macerationssiften und Enzympriiparaten BTS-Spaltung und Glucose-Girung 
oft nicht in Ubereinstimmung gebracht werden konnten. 


In diesem Zusammenhang sei auch noch das Ergebnis von Versuchen 
erwiihnt, bei welchen wir den Verbrauch von Glucose und Brenztraubensiiure 
unter analogen Bedingungen (gleiche Hefemengen, iibereinstimmende Aciditit) 
verglichen haben. 

Mit Ansiitzen von 32mg BTS bzw. 33 mg Glucose in 30 cem Lésung 


enthaltend 0,5 g¢ Trockenunterhefe fanden wir nach 10 Min. Reaktionszeit 
;(bestinmungen nach Lu bzw. Hagedorn-Jensen): 


Verbraucht in °/, der angewandten Mengen: BTS 86°/, Glukose 55°/). 
In einem Versuch mit plasmolysierter Hefe (Plasmolyse durch Glycerin) 


/ wurde festgestellt, wie viel BT'S nach 30 Min. Giirzeit einerseits aus Glucose, 
andererseits aus Hexosemonophosphat in der giirenden Lésung nachweisbar 
past. Wir erhielten (Temp. 38°:py = 5). 


Glucose 7,3°/, Hexosemonophosphat 2,5 °/». 


') Vel. hierzu auch Weil-Malherbe, Nature 145, 106 (1940). 
*’’ Krebs u. Johnson, Biochemic. J. 31, 645 (1937): Krebs, 31, 


F661 (1937). 


*) Als Reduktionsprodukt wird auch Dimethyl-weinsiiure in Betracht 
gezogen. 


') Diese Z. 201, 92 (1931). 
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Das Co-Enzym der BTS-Spaltung wurde in diesem Instit, . 








1930 durch E. Auhagen?) entdeckt und abgetrennt. Kinige Jahjee"S 


spiter wurde es bekauntlich von Lohmann?) als Aneurin-Pyry 
phosphat erkannt. Uber die Wirkungsweise der Cocarboxy] 
sind endgiiltige Aufschliisse nicht gewonnen worden. Aneur 
selbst wurde zuerst von Kuhn und Vetter (1935), dann yw 
Lipmann (1936) katalytisch reduziert. Die an Cocarboxyla 
ausgefiihrte katalytische Reduktion [Stern und Melnick 
hat kein positives Ergebnis geliefert; die Dihydrococarboxylih? 
ist als Co-Enzym nicht wirksam. ’ 

Die antineuritische Wirkung des Aneurins selbst geht [Melnici—m € 
und Stern®*)] durch die Pd-Reduktion verloren‘). Kiirzlich haba ; 
Zima und KR. R. Williams **) ein antineuritisch aktives Oxydation = 
produkt des Aneurins erhalten. preich 

In diesem Zusammenhang ist noch besonders die reaktion 
steigernde Wirkung der Metallionen Mn [Euler, Adler*)], Mga Carb 
erwihnen [Auhagen, Diese Z. 209; Lohmann?) und Kossel itrock 
Naturwiss, 27; Ochoa, Nature 144). ound} 

Das zugehdrige Apoenzym, die Carboxylase, hat deg ‘ph 
Isolierung und Reinigung lange Zeit Schwierigkeiten geboter gosylt 
Carboxylase findet sich als Bestandteil der Zymase im Maceration:. pcarby 
saft von Unterhefe. Die ersten effektiven Reinigungsversuche ha pAlole 
wohl Langenbeck®) angestellt, welchem auch eine sehr weitgehent: "Der 
Reinigung, eine Anreicherung des Macerationssaftes von wenigsten “Hete 





1:400 gelungen zu sein scheint. Nach Langenbeck ist Cocar- Bis C 
boxylase eiweiBfrei. O. vy. Schinbeck®) hat die Carboxylase durdjy” 30 y 
Glycerin stabilisiert, wie dies auch schon friihere Forscher geta . 
haben. Kirzlich, hat Sugaya’) im Anschlu8 an Versuche vi iw 
Kabayashi Extrakte von Trockenhefe durch Aceton fraktionier \ 
EE Apo 

') Diese Z. 204, 149 (1932); 209, 20 (1932); Biochem. Z. 268, 330 (193).% 
*> Lohmann u. Schuster, Biochem. Z. 294, 188 (1937). E Pra 
*) J. of Biol. Chem. 131, 597 (1939); 135, 365 (1940); Enzymologia \®% = 


129 (1939). | Vers 
*) Vgl. Lipmannu. Pearlmann, J. Amer. Chem. Soc. 60, 2574 (1935.5 i 
sei der Reduktion entsteht ein priméires Monohydrothiazol, entspreche\R - an 
der von Adler, Euler und Hellstrém [Diese Z. 242, 225 (1936)] be | 
schriebenen Monohydrocozymase. F Het 
48) Zilma u. R. R. Williams, Ber. chem. Ges. 73, 941 (1940). 
4h) Euler, Adler, Giinther u. Vestin, Diese Z. 247, 127 (1937). 
‘) Langenbeck, Jiittemann, Schaefer u. Wrede, Diese Z, 221, | 
(1933). Langenbeck, Wrede u. Schlockermann, Diese Z, 227, 263 (193!. 
’ vy. Schoenebeck, Biochem Z. 275, 330 (1934). 
‘) Sugaya, J. Biochem. (e.; Jap.) 31, 137 (1940). 
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Auch Melnick und Stern (a. a. O., Enzymologia) haben Carboxylase 
hus Macerationssaft bearbeitet und durch Ultrazentrifugierung 
sowie im Kataphoreseapparat untersucht, und berichten iiber eine 
arke Empfindlichkeit ihres Priparates gegen Cu-Spuren. Ihre 
uffassung, daB 1 Mol. Apozymase mit mehr als 1 Mol. Cocarboxy- 
Jase in Reaktion tritt'), steht im Gegensatz zu derjenigen von 
Green, Herbert und Subrahmanyan®”), welche ganz neuerdings 
Tiber ein hochgereinigtes Carboxylasepraiparat berichten, das sie 
ls Diphospho - Thiamin - Magnesium - protein bezeichnen. Nach 
: reen ist Carboxylase also ein EiweiBkérper. Greens Priiparat 
‘nthielt 0,13°/, Mg und 0,46°/, Diphosphothiamin (Cocarboxylase); 
jas Verhiltnis Mg: Cocarboxylase wird zu 5:1 angegeben. Die 
Aktivitit dieses Priparates ist der von Langenbeck (a. a. O.) er- 
‘yeichten angenihert gleich. 

_ Es erschien uns von Interesse, die Aktivitit der reinsten 
| Carboxylase-Priparate mit derjenigen von frischer und von ge- 
rockneter Hefe zu vergleichen. Aus obigen Angaben von Green 
nd Mitarbeitern, daf ihr héchstgereinigtes Priparat 0,46 °/, Aneurin- 
iphosphat enthilt, und aus dem Molekulargewicht der Cocarb- 
xylase von 459 berechnet sich das Molekulargewicht der Holo- 
.f carboxylase zu rund 100000 (wihrend Stern und Melnick das 
he hfe Mlolekulargewicht zu 141000 = 8 Svedberg-Kinheiten) angeben. 
hend Der Gehalt der Brauereiunterhefe an Aneurin betrigt in unserer 
Hefenrasse etwa 1007 perGramm. Davon ist ein wesentlicher Teil 
Yocan Me "als Cocarboxylase vorhanden; wir fanden (nach einer Vergirung) rund 
durife 807 Cocarboxylase in 1g Trockenhefe, was zu einer Menge von 
cota § 60 mg Holocarboxylase per g Hefe fiihren wiirde, einem sicher 
8 vO viel zu groBen Wert. Man wird also wohl annehmen, daB ein 
snier: ee stoBer Teil der gefundenen Cocarboxylase nicht an das wirksame 
| Apoenzym gebunden ist. 

| Die Aktivitit der Langenbeckschen reinsten Carboxylase- 
_ Praparate bei gegebenem SubstratiiberschuB und iibrigen gegebenen 





















gia * 

__—— Yersuchsbedingungen wird ausgedriickt durch wich 
(1935. Min. x mg Substrat 
chenif[e ‘lan erhilt den Wert 130cmm je Minute und je mg Substrat. 

3) bee Vergleicht man damit die carboxylatische Aktivitat unserer 

Hefe, welche rund !/,,. des obigen betriigt, so steht diese Zahl 
9 f ') Green, Herbert u. Subrahmanyan, J. of Biol. Chem. 135, 797 
193! 1940), 


*) Lohmann u. Schuster fanden, da 0,1 g (unreiner) Apocarboxylase 
schon durch 20—-30 7 Cocarboxylase maximal aktiviert werden. 
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mit der von Langenbeck angegebenen der GroBenanordnung nae) 
in Ubereinstimmung. 
Versuche 

Suspendiert man frische Unterhefe oder Trockenhefe in Pyruyat. 
lésung, deren Aciditait durch Phosphatpuffer oder Acetatputiey 
auf den fiir Decarboxylierung optimalen Acidititsgrad p,, = 45 
bis 5,5 [Euler und Karlsson, a. a. O. vgl. auch Higglund ung 
Rosenqvist, Biochem. Z. 180, 61 (1927)] gehalten wird, so ver. 
schwindet in einer rund 1°/,igen Pyruvatlésung, welche 0,5 ; 
Trockenhefe in 6 ccm enthilt, die nach Lu!) gemessene BTS 
schon im Verlauf von 10 Minuten zu etwa 90°/,. Die folgende 
Kurve gibt den Verlauf dieses Vorgangs an. 








Ansatz: 30 cem: Trockenhefe 0,5 g. —- 50 mg Na-Pyruvat. 2) com 
Ac-Puffer m/10: py = 5,0. 
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Fig. 1 


Wurde zu dem im ibrigen unverinderten obigen Ansatz nu! 
der zehnte Teil der Hefenmenge (50 mg) verwendet, dann ware 
nach 30 Minuten 48°/, BT'S verbraucht”). 

Verfolgt man, wie friiher geschehen, die carboxylatische Spal- 
tung durch Messung der entwickelten CO,, so ergaben sich ott 


1) Lu, Biochemie. J. 33, 249 (1939); vgl. auch Higberg u. Schlenk, 
Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 14 B, Nr. 10 (1940). 

*) In Hinsicht auf Angaben von Smyth [J. of Biol. Chem. 125, 6°: 
(1938)] stellten wir fest, daB der hier beschriebene BTS-Verbrauch vow 
Sauerstofizugang nur sehr wenig abhiingig ist. 

Zur Kinetik der BTS-Spaltung ist besonders an die Hemmung dure! 
Acetaldehyd zu erinnern. [Wetzel, Planta 15, 697 (1932).] 
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‘erhebliche Versuchsfehler dadurch, daB die der Spaltung ent- 
| sprechende CO, erst bei gréBerer Aciditut aus der Versuchslésung 
' entweicht. Dies steht in Ubereinstimmung mit unseren faves 
' Beobachtungen (a. a. O.) und mit neueren Erfahrungen von Lynen’), 
| welcher u. a. Hefe, die nach seiner Methodik mit flissiger Luft 
pehandelt und dann aufgetaut worden war, untersucht hat. 


bei 30° und wechseln- 
den Anfangsacidititen 
stehen gelassen. Nach = 4/1] 
30 Minuten war das p,, 
-unveriindert. Die Kr- 
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Wir haben zuniichst einige Versuche iiber den Kinflu8 der 


| Puffer-Konzentration angestellt. 





0,5 ¢ Hefe. — 75 mg Na-Pyruvat 


Pu Nach 30 Min. 
Versuch H,O Ac-Pufter : verbraucht 
anfangs | nach 30 Min. BTS 
6,0 m/10 1,0 6,0 7,0 96/, 
Y m/1 7,0 5,0 5,0 88°/, 
10,0 m/10 20,0 5,0 5,0 95%, 














Ks war weiterhin erforderlich, den Zusammenhang zwischen 


|BTS-Verbrauch und Aciditait festzustellen. Wir haben darum 
| 50mg Na-Pyruvat mit 





i. 700 
¢ Hefe in 10 ccm - 


Wasser + 30 ccm Puffer # P 











m ; 
= * — 40 = 7 T 

| gebnisse sind aus Fig. 2 N= 40 go ex 6.0 70 8,0 

-ersichtlich. Das Maxi- Fie. 2 


‘mum der Umsatzge- 
| schwindigkeit liegt zwischen den p,-Grenzen 4,0 und 6,0. 


Chins das Verhiltnis des BT'S-Verbrauchs zu der CO,-Ab- 


spaltung in Phosphatpuffer-Lisung geben die folgenden Zahlen 
ein Beispiel. 








Ansatz 6 eem: Trockenhefe 0,5 g. — 50 mg Na-Pyruvat. 
1 cem PO,-Puffer. — py = 5 
a Det a, Ff 
| Versuch Pu *) BIS reas (korr. Selbstg.) Puffer 
aati abides Mitel aus 8 je 3 Vers. 
1—3 5 92 “412 m/16- Phosphat 
ai. 5 95 18 m/l - ‘i 














) Lynen, Lieb. Ann. 539, 1 (1939). 
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Bei vielen friiheren Versuchen ist die CO,, auch wenn de 
Versuch innerhalb des optimalen p,,-Gebietes begonnen hat, tej. 
weise zuriickgehalten worden, weil die Aciditaét im Verlauf de 
BTS-Spaltung abnimmt. Kine vollstiindige Entwicklung der ge. 


bildeten CO, wird auch nicht erreicht, wenn die Aciditat nich|R 


stirker als bis auf p, = 5 abgeschwicht ist. Erst durch Zusat; 
von (Mineral) Saure bis zu Acidititen saurer als p,, = 3 entweich 


die CO, vollstindig. Den starken Effekt einer solchen Ansiiuerun: i 


zeigt die folgende Versuchsreihe, bei welcher nach 30 Minute, 
in Versuch 2 durch Einkippen ohne Offnung des Apparats 1,0 cen 
einer 4n-HCl eingefiihrt wurde. 


Ansatz' 5 eem: Trockenhefe 0,5 g. 75 mg Na-Pyruvat. 
1 eem Puffer m/10 py = 4,6. — Temp. 30° 





Entwickelt CO, nach BTS gespalten 
Vers. pe ee ee ee a az 
15 Minuten | 30 Minuten | 45 Minuten ber. CO, | nach Lu 
Sanaa ceca aaeeenanenaleaeasannnNNSasannes eee = — “ ee ——— — ‘ae 
] 2,0 | ; 13°/, 93°), 
2*) | 2,0 3,0 14,2*) 75°), 94°), 
3 1,0 1,5 20) 








*) Nach 30 Min. wurde 1 cem 4n-HCl zugefiigt. 


» 


Versuch 3 ist ein Blindversuch ohne BTS. 

Wir haben uns dann der Frage zugewandt, ob der aut. 
fallend schnelle Verbrauch der BIS in Hefesuspensionen nw 
durch carboxylatische Spaltung hervorgerufen ist, oder ob die 
BTS auch noch in anderer Weise in Reaktion tritt. Durch eine 
Reihe von Versuchen, welche mit Trockenhefe angestellt wurden, 
hat sich dann gezeigt, daB nach 45 Minuten die BTS zu runi 
97°/, verbraucht war, wihrend sich 15°/, CO, entwickelt hatter 
und 20°/, Milchsa&iure gebildet worden war. 

Diese Milchsiure, welche nur zum kleinen Teil der Selbst- 
girung entstammen diirfte, kann entweder durch Dismutation de 
BTS oder aber durch deren Reduktion entstanden sein. BTS wii 
nach Langenbeck an die Aminogruppe der Cocarboxylase ge 
bunden. Die Reduktion der dabei entstehenden Schiffschen Base 
[vgl. hierzu Knoop, Diese Z. 67, 481 (1910)] zu Milchsiiure kam 
durch die wasserstoffiibertragende Gruppe des Thiazolrestes de! 
Cocarboxylase erfulgen. Es bleibt zu priifen, ob die enzymatische 


Reduktion der BTS zu Milchsiiure mittels Atiozymase und Cocar- 
oxylase durchgefiihrt werden kann oder ob ein Flavinenzym mit 


beteiligt ist. DaB im System: Hefe BTS Methylenblau (anaerol’ 
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ie 


in dele Rilchsiure auftritt, geht aus Versuchen von Hégberg [Arch. 
+ te. Kemi 14 B, Nr. 13 (1940)] hervor. 

uf de : Versuch 6: Hemmung der Milchsiurebildung durch 
er ge. fp Halogen-Hssigsaure. 

nicht Ansatz 5 cem: 50 mg Na-Pyruvat — 0,5 g Trockenhefe — 


“usats /10-PO,-Puffer py = 5,0. 1°/,ige Bromessigsiiurelésung (neutr. mit NaOH) 
weicht fie 





lerung 4 — Br-Ae Nach 30 Min. %/, entwickelte °/, gebildete 
nuten , Versuch cem verbrauchte BTS CO, Milchsiure 
0 CCh) 1 — 96°/, 98 0 20°/, 

2 1,0 69°/, 189/° 3°, 














Die Hemmung durch Bromessigsiure ist deutlich. 


——f§ in Riicksicht auf unseren friiheren Befund (Kuler und Hiég- 
, berg, Diese Z. 265, 244 (1940)] iiber den KinfluB von Citronen- 
Ly [psiure auf die Umsetzung der BT'S im lebenden Organismus, haben 

wir auch Versuche angestellt iiber den KinfluB von Natrium- 
s [eitrat auf die BTS-Girung durch Trockenhefe. 

















Versuch 7: Ansatz 6 cem: Trockenhefe 0,5 g 50 mg Na-Pyruvat 
Fm/10-PO,-Puffer py = 5,0. 

| Die angewandten Mengen Na-Citrat hatten keinen Einfluf 
‘aut den Vinten der BTS; jedenfalls wurde die nach 30 Mi- 
muten verbrauchte BTS durch Natriumcitrat nicht vermindert. 
In Parallelproben wurde auch die CO, gemessen; auch hier er- 
gab sich kein KinfluB® des Citrats. 

Schon friiher hatten wir gefunden), daB der Verbrauch von 
BIS in Hefesuspension durch zugesetzte Mengen KCN bzw. NaF 
pur wenig vermindert wird. 
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Bestimmung des bei der carboxylatischen Spaltung 


a1 bst- 
bs des Brenztraubensdurenatriumsalzes gebildeten Acetaldehyds 


n der 


wirif® Der bei der Girung des ene entstandene Acet- 
ge fEeldehyd wurde durch Fillung mit 2,4 Dinitrophenylhydrazin be- 
Base festinmt. Zu dem Zweck wurde ein Siwacter Teil der Girungs- 


kann robe mit 10°/,iger Trichloressigsiure enteiweiBt und das Zentri- 


der fergat mit einer 0,8°/ igen Liésung von 2,4 Dinitrophenylhydrazin 
ische Bu 2 n-Salzsiiure versetzt. Das abfiltrierte Hydrazon wurde nach 
dem ahi ‘aschen mit 2 n-Salzsiure und Wasser bei 110° getrocknet 


arb. 


') Euleru. Hégberg, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 14 B, Nr. 13 (1940). 
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und gewogen. Es war unldéslich in 10°/,iger Na,CO,-Lisung ny 
wurde durch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt als 2,4 Dinit 
phenylhydrazon des Acetaldehyds identifiziert. Auf gleiche Weiy 
wurde die BI'S in dem unvergorenen Ansatz bestimmt. Mit de 
Fallungsmethode wurden fiir die B'S kleinere Werte gefundy 
als die auf Grund der Bestimmung nach Lu berechneten. 

Versuch 1. In 60 cem Ansatz: 1 g Natriumpyruvat, 5 g¢ Trockenhej 
n/10-Acetatpuffer p,,; 4,6. 

Pa der Reaktionsmischung 5,0. 

30 Minuten bei 30°. Durch Zugabe von n/10-Essigsiiure wiihrend dy 
Versuchszeit wurde das py, konstant gehalten. 





I — —e 


Anfangs gef. mg BTS/cecm Spaltung der BTS nach 30 Minuten 
| . | entspr. Acetaldehyd. 
Lu | Hydrazonfiillung nach Lu | te ecempe 
| , : | hydrazonfillung 
12,8 | 7,5 93,7°/, 68,5°/9 


Versuch 2. In 60 cem Ansatz: | g Natriumpyruvat, 5g Trockenhefe 
n/10-Acetatpuffer py, 4,6. 

Pp der Reaktionsmischung 5,0. 

30 Minuten bei 30°. 

In diesem Versuch war das p, am Ende der Versuchszeit 
auf 7,5 gestiegen. Die Ausbeute an Acetaldehyd war in diesen 
Versuch geringer, 49,5°/, (Versuch 1 68,5°/,). 

Nach Ablauf der Versuchszeit wurde die Probe durch Zt 
gabe von 2n-Salzsiiure angesiiuert, p,, nach der Zugabe Lj, 
Wie aus der folgenden Tabelle hervorgeht bewirkte das Ansiuren 
nur eine minimale Zunahme der Hydrazonfillung. 

















Anfangs gef. mg BTS/ecm | Spaltung der BTS nach 30 Minuten 

Lu | Hydrazonfillung nach Lu | Nice ' 
OhneHCl} 10,0 | 8,5 94,0, 49,5°/, 
Mit HCl 10,0 | 8,5 02,97), | 50,5°/, 








Der carboxylatischen Spaltung scheint also eine Umlageruyy 
der Brenztraubensiure vorauszugehen. 


Wir danken Friulein Inga Pettersson bestens fiir ihre wertvolle 
Mitwirkung durch Ausfiihrung der brenztraubensiiure-Bestimmungen. 
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